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Krebs ist eine klonale Krankheit, die durch Anhäufung mehrerer genetischer Mu-
tationen entsteht (Vogelstein u. Kinzler, 1993). Diese Mutationen werden von der
jeweiligen Zelle akkumuliert, da sie durch erhöhtes proliferatives Potential oder
Resistenz gegen wachstumshemmende Signale einen Vorteil gegenüber anderen
Zellen bedeuten. Diese Zellen können sich so unkontrolliert teilen und schließ-
lich einen Tumor bilden (Bodmer, 1994). Zu verstehen, welche Mutationen bei
welchen Genen ursächlich für die Kebsentwicklung sind, ist von essentieller Be-
deutung für die moderne Krebsforschung.
Die an der Tumorentstehung beteiligten Gene werden anhand ihrer Eigenschaften
in zwei Familien eingeteilt: Onkogene und Tumorsuppressorgene (Harvey Lodish,
2000). Onkogene entstehen aus so genannten Proto-Onkogenen durch Verände-
rungen wie zum Beispiel Punktmutationen oder Rekombinationen und erhalten
so qualtitativ oder quantitativ veränderte biologische Eigenschaften. Zum Bei-
spiel finden sich in 90% aller Fälle von chronischer myeloischer Leukämie eine
Translokation zwischen Chromosom 9 und 22. Hierdurch entsteht die Fusion der
Gene cABL und BCR. Das ABL-Gen kodiert für eine Tyrosinkinase, welche eine
wichtige Rolle in der Zellproliferation spielt. Durch einen Bruch der DNA und ei-
ne reziproke Translokation wird das Gen für die ABL Tyrosinkinase mit dem der
BCR-Region fusioniert. Dabei wird die Kinase konstitutiv aktiv, da sie durch die
Translokation nicht mehr durch die auf Chromsom 9 verbliebene inhibitorische
Kappenstruktur reguliert wird. Dies führt zu unkontrollierter Zellteilung. Zur Bil-
dung größerer oder geringerer Mengen von Proteinen kommt es durch quantitative
Veränderungen eines Onkogens, wie Amplifikation, konstitutive Aktivierung des
Genlokus oder Störungen im Proteinabbau. So ist der Zellwachstum induzierende
Transkriptionsfaktor cMyc in Lymphomen häufig an oder in unmittelbarer Nä-
he der Aminosäure Threonin 58 mutiert. Diese Mutationen zerstöhren das Myc
Phosphodegron und erhöhen so die Myc Halbwertszeit. Dies führt zu unphysio-
nogisch hohen cMyc Protein Mengen in der Zelle (Bahram u. a., 2000; Gregory
u. Hann, 2000; Niklinski u. a., 2000). Onkogene werden als dominant bezeichnet,
da bereits die Veränderung eines Allels in einem tumorigenes Protein eine Fehl-
4
1. Einleitung
regulation zur Folge hat (Harvey Lodish, 2000).
Als Tumorsuppressorgene werden negative Regulatoren des Zellzyklus und der
Zellteilung beziehungsweise positive Regulatoren des Zelltodes bezeichnet. Sie
wurden ursprünglich als rezessiv beschrieben: Es wurde angenommen, dass der
Verlust beider Allele notwendig ist, um die tumorsuppressive Eigenschaft eines
Gens zu verlieren (Knudson, 1971; Comings, 1973). Untersuchungen von Mäu-
sen, die durch genetische Manipulation heterozygot für ein Gen sind, machten
jedoch deutlich, dass sich Tumorsuppressoren wie zum Beispiel p53 und p27Kip1
auch haploinsuffizient verhalten können (Fero u. a., 1998; Venkatachalam u. a.,
1998). Dem nach kann ein Allel nicht die volle Funktionalität zweier Wildtypal-
lele kompensieren. Dies hat eine deutlich erhöhte Tumorprädisposition zur Folge.
(zusammengefasst in Payne u. Kemp (2005)).
Die Tumorentwicklung ist kein abrupter Prozess; während der Karzinogenese wer-
den Tumorsuppressoren schrittweise inaktiviert und Onkogene überexprimiert,
um zelluläre Sicherheitsmechanismen wie Seneszenz und Apoptose zu umgehen
und so abnormales Wachstum zu ermöglichen. Die Kombination von inaktivierten
Suppressoren und aktivierten Onkogenen kann sich von Tumor zu Tumor unter-
scheiden und ist kein von Beginn festgelegter Prozess. Es gibt jedoch spezifische
Schlüsselproteine (wie zum Beispiel p53, cMyc und APC) und Signalkaskaden
(wie zum Beispiel Rezeptortyrosinkinasen-, DNA Schaden- oder Wnt Signalweg),
die häufig von Mutationen betroffen sind. Während ihrer Entwicklung werden
Tumoren von diesen Mutationen abhängig, da Tumorzellen zum Beispiel ein kon-
stitutiv aktives Rezeptortyrosinkinase-Signal benötigen um unabhängig von ih-
rem Umfeld proliferieren zu können. Dies wird durch Experimente verdeutlicht,
die zeigen, dass schon die kurze Inaktivierung von Onkogenen eine dauerhafte Tu-
morregression ermöglicht (Weinstein u. Joe, 2008). Diese Abhängigkeit wird als
„oncogene addiction“ bezeichnet. Die Identifikation solcher krebsdisponierender
Gene ist deshalb nicht nur zum Verständnis, sondern auch zur Entwicklung von
Tumortherapien unerlässlich. Des Weiteren bieten sie zusätzlich die Möglichkeit
der frühzeitigen Identifizierung von Individuen mit erhöhtem Krankheitsrisiko.
Außerdem können so prognostische Marker für verschiedene Krebstherapien er-
arbeitet werden um eine Vorhersage treffen zu können, ob bestimmte Patienten
von einem Medikament überhaupt profitieren können. So werden Leukemiepati-
enten nur dann mit Imatinib, einem BCR-ABL Inhibitor behandelt, wenn das
BCR-ABL Onkogen nachweisbar ist. Dieses Beispiel macht deutlich, dass die Be-
handlung von Patienten direkt von der Tumorforschung profitiert.
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1.2. Der Transkriptionsfaktor cMyc
Myc wurde ursprünglich als das virales Onkogen v-myc des MC29 Stammes des
„avian leukemia virus“ (ALV) beschrieben (Sheiness u. a., 1978). Dieses Retrovirus
induziert in Vögeln Tumore und die Myelocytomatose, die namensgebend für das
Gen ist. Kurze Zeit nach der Entdeckung des viralen Mycs wurde klar, dass
weitere Myc Homologe in Ratte, Mensch und Maus existieren (Dalla-Favera u. a.,
1982). Heute ist es eindeutig, dass Myc ein evolutionär hochkonserviertes Gen ist,
welches schon in Organismen wie D. melanogaster und C. elegans zu finden ist.
1.2.1. Allgemeine Eigenschaften von cMyc
Das c-myc Gen kodiert ein im Zellkern lokalisiertes Protein, cMyc das als Tran-
skriptionsfaktor fungiert. In quieszenten Zellen ist die Expression von cMyc sehr
niedrig. C-myc gehört zu den so genannten „early response“ Genen, welche nach
Stimulation mit Serum oder Wachstumsfaktoren rasch induziert werden. Die Er-
höhung der Myc Proteinmenge hat den Eintritt der Zellen in den Zellzyklus zur
Folge. Nach initialem Anstieg der Myc Konzentration reduziert sich diese auf
basale Mengen. Das Gegenteil ist nach Serumentzug zu beobachten. Die Deple-
tion von Wachstumsfaktoren hat eine starke Reduktion der c-myc mRNA und
Proteinmengen zur Folge und die Zellen arretieren in der G1 Phase. Für die frü-
he embryonale Entwicklung bis Tag 9,5 und die Proliferation von ES-Zelllinien
scheint cMyc Aktivität jedoch nicht essenziell zu sein, da der „Myc-knockout“ erst
am 10,5 Tag der Embryonalentwicklung stirbt (Davis u. a., 1993). Das onkogene
Potential von c-myc kommt zum Tragen, wenn das Gen zum falschen Zeitpunkt
durch exogene Faktoren oder durch genetische Veränderungen transkribiert wird.
Die dauerhafte Aktivität des c-myc Gens verhindert den Austritt einer Zelle aus
dem Zellzyklus. Erhöht man im Tiermodel das c-myc Gen konstitutiv, führt dies
zur Entstehung von Tumoren. So entwickeln 90% aller Mäuse, in denen cMyc
durch den IgH „enhancer“ künstlich aktiviert wird, innerhalb von fünf Monaten
Lymphome (Harris u. a., 1988).
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Abb. 1.1.: Schematische Darstellung des cMyc Proteins
Dargestellt sind die einzelnen Domänen des cMyc Proteins: I, II, III
(grün) markieren die konservierten, für Proteine der Myc Familie ty-
pischen Myc Boxen; des Weiteren sind die Positionen der basischen
Region (b, orange), der „Helix-Loop-Helix“ Domäne (HLH, gelb) und
des „Leuzin Zipper“ Motivs (LZ, orange) dargestellt.
Die Balken markieren die für die angegebenen Proteine zur Bindung
wichtigen Abschnitte. Rot: Repressive Interaktionen; Grün: Aktivie-
rende Interaktionen.
(verändert nach Adhikary u. Eilers (2005))
Das cMyc-Protein ist durch zwei hoch konservierte Regionen charakterisiert (Ab-
bildung 1.1). Die aminoterminale Transaktivierungsdomäne ist essenziell für die
Myc Funktion. Sie beinhaltet die hoch konservierten cMyc-Boxen (MBI, MBII
und MBIII), die typisch für die Myc Genfamilie sind. Besonders hervorzuheben
ist die MBII-Sequenz. Sie dient als Bindemotiv für viele Kofaktoren von cMyc.
In der carboxyterminalen Region befindet sich das ebenfalls hoch konservierte
„b/HLH/LZ“ Motiv. Die basische Region (b) dient der spezifischen Bindung an
so genannte E-Boxen in der DNA. Im Gegensatz dazu ist das „HLH/LZ“ Motiv
(„Helix-Loop-Helix Leuzin Zipper“) für Protein-Protein-Interaktionen, im beson-
deren für eine Heterodimerisierung mit Max verantwortlich. Das zentral liegende
nukleäre Lokalisations-Signal (NLS), ist für die korrekte Lokalisation von cMyc
im Nukleus verantwortlich (Henriksson u. Lüscher, 1996).
Die cMyc Stabilität wird durch Phosphorylierung von Serin 62 (S62) und Threo-
nin 58 (T58) in der Myc Box I reguliert (Welcker u. a. (2004); Abbildung 1.2).
Ras induziert die Phosphorylierung von S62 durch den MAPK („Mitogen activated
Pathway Kinase“) Signalweg und die Inhibition von GSK3 („Glykogen Synthase
Kinase 3“) durch PI3K („Phosphatidylinositol 3-Kinase“). GSK3 kann T58 erst
phosphorylieren, nachdem S62 durch MAPK phosphoryliert wurde. cMyc mit
phosphoryliertem T58 und S62 wird von der Isomerase Pin1 („Prolyl isomerase
1“) erkannt, welche Prolin 59 isomerisiert und dadurch die Dephosphorylierung
von S62 durch PP2A („Phosphatase-2A“) ermöglicht. Dies resultiert in cMyc
phospho-T58 welches durch die Ubiquitin E3 Ligase SCFFWB7 mit Polyubiqui-
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tinketten für die proteasomale Degradation markiert wird.
Das zur Familie der deubiquitinierenden Enzyme gehörende Usp28 („ubiquitin
specific protease 28“) kann die von SCFFWB7 an cMyc gebundenen Ubiquitine wie-
der abspalten und dessen Stabilität erhöhen (Popov u. a., 2007). cMyc-Proteine
mit Mutationen an oder in unmittelbarer Nähe der Aminosäure T58, die die Phos-
phorylierung an dieser Stelle verhindern, werden nicht mehr abgebaut, sondern
bewirken eine Akkumulation des cMyc Proteins (Bahram u. a., 2000; Gregory u.
Hann, 2000; Niklinski u. a., 2000). Diese cMyc stabilisierenden Mutationen wer-
den bei Patienten mit Burkitt-Lymphom gefunden (Axelson u. a., 1995). Zellen
mit diesen Mutationen zeigen außerdem in Mäusen ein erhöhtes Transformati-
onspotential (Hemann u. a., 2005).
Abb. 1.2.: Regulation der cMyc Stabilität
Dargestellt sind die Ereignisse, die die Phosphorylierungen von cMyc
und dadurch dessen Abbau kontrollieren. Genaue Erläuterungen der
einzelnen Schritte finden sich in Abschnitt 1.2.1.
(verändert nach Adhikary u. Eilers (2005))
8
1. Einleitung
1.2.2. cMyc und Zellzyklus
Myc fördert die Progression durch den Zellzyklus (Amati u. a., 2001; Dang, 1999)
und ist in der Lage, in quieszenten Fibroblasten DNA-Synthese zu induzieren (Ei-
lers u. a., 1991). In Kombination mit anderen Onkoproteinen kann cMyc primäre
Nagerzellen transformieren und Tumorwachstum einleiten (Land u. a., 1983). Als
Ursache für das unkontrollierte Zellwachstum, welches durch cMyc hervorgeru-
fen wird, gilt vor allem die Deregulation der Zellzykluskontrolle. So ist cMyc
in der Lage, der Inhibition des Zyklin D2 Promoters entgegen zu wirken und
so das Inhibitorprotein p27 durch Zyklin D2/Cdk4 Komplexe zu squestrieren
(Bouchard u. a., 1999). Der Transkriptionsfaktor Miz1 aktiviert INK4b und ar-
retiert so den Zellzyklus. cMyc kann durch Bindung an Miz1 diese Aktivierung
verhindern und somit einen Miz1 vermittelten Proliferationsarrest überkommen
(Staller u. a. (2001); siehe Kapitel 1.2.4).
1.2.3. Gen Aktivierung durch cMyc
Myc ist der einzige bekannte Transkriptionsfaktor, der sowohl RNA-Polymerase
I, -II und -III (PolI, PolII, PolIII) abhängige Promotoren aktivieren kann (Grewal
u. a., 2005; Gomez-Roman u. a., 2003). Viele PolII abhängige Zielgene von cMyc
sind an Zellwachstum und Translation beteiligt. Bis jetzt wurde aber noch kein
Zielgen identifiziert, das die Fähigkeit von cMyc, Zellproliferation zu induzieren,
ersetzen kann (Berns u. a., 2000; Nikiforov u. a., 2002). cMyc kann eine Vielzahl
von verschiedenen zellulären Prozessen wie zum Beispiel die Regulation der Zell-
Matrix Interaktionen und der DNA-Synthese beeinflussen, die meisten Zielgene
aktivieren aber Zellwachstum und Translation (Coller u. a., 2000; Fernandez u. a.,
2003; Guo u. a., 2000; Schuhmacher u. a., 2001). Um die verschiedenen biologi-
schen Aktivitäten von cMyc wie Transformation, Zellwachstum und Aktivierung
von Genen zu verstehen, kann man Myc nicht isoliert betrachten, sondern muss
das Interaktionsnetzwerk von cMyc mit einbeziehen. Das Max-Protein bildet über
die „b/HLH/LZ“-Domäne Heterodimere mit cMyc und ohne diese Heterodimeri-
sierung hat Myc keine transkriptionelle Aktivität. Um Zielgene zu aktivieren,
bindet der Myc Max Heterodimer an die sogenannte kanonische E-Box-Sequenz
5’-CACGTG-3’ und ähnliche Sequenzen (Blackwell u. a., 1990). Um Zielgene zu
aktivieren ist die alleinige Bindung des Heterodimers nicht genug. Die Myc Max
Assoziation an Promotoren dient als Signal für die Rekrutierung weiterer Fak-
toren, die eine effiziente Transkription ermöglichen (Abbildung 1.3, Amati u. a.
(1993)). Die Halbwertszeit von Max ist im Gegensatz zu cMyc, welche circa 30
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Minuten beträgt, mit über 3 Stunden sehr lang (Wagner u. a., 1992) und es wird
im Gegensatz zu Myc auch nicht auf transkriptioneller Ebene reguliert (Black-
wood u. a., 1992). Dimere aus Max und cMyc funktionieren als transkriptionelle
Schalter, die Proliferation, Wachstum und Apoptose durch Rekrutierung weite-
rer Faktoren induzieren. Die Bindung von Max an ein Protein der Mxd-Familie
(Mxd 1-4) induziert eine gegenteilige Reaktion wie zum Beispiel Differenzierung
und Wachstumsarrest. Deshalb sind Mxd-Proteine hauptsächlich in quieszenten
Zellen exprimiert, wo sie der Expression von cMyc Zielgenen entgegen wirken.
Diese antagonistische Wechselwirkung wurde von Henriksson u. Lüscher (1996)
in Rattenfibroblasten nachgewiesen.
1.2.4. Gen Repression durch cMyc
Bei Überexpression von cMyc werden nicht nur viele Gene aktiviert, sondern auch
zahlreiche Gene reprimiert (Claassen u. Hann, 1999; Facchini u. Penn, 1998). Im
Gegensatz zur Myc abhängigen Aktivierung ist die Myc abhängige Repression
nicht im gleichen Maße verstanden. Am besten beschrieben ist der Repressions-
mechanismus über die Bindung des Transkriptionsfaktors Miz1 („Myc interacting
zinkfingerprotein 1“). Miz1 bindet an Initiator-Elemente in Promotoren, wie zum
Beispiel das des INK4b Gens und kann diese so aktivieren (Staller u. a., 2001). Bil-
det cMyc mit Max und Miz1 einen trimeren Komplex auf dem Initiator-Element
(Abbildung 1.3), so wird die Expression von INK4b reprimiert. Teilweise wird
diese Repression über die Verdrängung von Aktivatoren vermittelt. So konnte ge-
zeigt werden, dass die Bindung von cMyc an Miz1 die Interaktion zwischen Miz1
und dessen Kofaktor p300 reduziert (Peukert u. a., 1997), und damit zu einer
Reduktion der lokalen Histonacetylierung beiträgt.
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Abb. 1.3.: Schema der cMyc abhängigen Genregulation
A: cMyc kann als Heterodimer mit Max so genannte E-Boxen binden
und durch Rekrutierung von weiteren Kofaktoren wie zum Beispiel den
TRRAP Komplex das Chromatin öffnen und so die Bindung der gene-
rellen Transkriptionsfaktoren ermöglichen.
B: Der cMyc Max Heterodimer kann über Miz1 indirekt an Initiator
Elemente (INR) binden und so Miz1 Zielgene reprimieren. Der genaue
Mechanismus dieser Repression ist noch nicht endgültig aufgeklärt.
(verändert nach Adhikary u. Eilers (2005))
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1.3. Der Transkriptionsfaktor Miz1
Das Zinkfingerprotein Miz1 wurde zuerst in einem Hefe-Zwei-Hybrid Experi-
ment als neuer Interaktionspartner von cMyc identifiziert und daher als „Myc
interacting zinkfingerprotein 1“, bezeichnet. Nach der vollständigen Sequenzie-
rung des humanen Genoms ist klar, dass es, im Gegensatz zu Myc, keine weiteren
humanen Gene der Miz Familie gibt. Das humane Miz1 kodierende Gen liegt auf
Chromosom 1 zwischen 1p36.1 und 1p36.2 (Tommerup u. Vissing, 1995) und ist
das menschliche Homolog eines ubiquitär exprimierten Mausproteins. Miz1 ist
essentiell für die Mausentwicklung. Die genetische Deletion von Miz1 in der Maus
führt zur Letalität um Tag 7,5 der Embryonalentwicklung (Adhikary u. a., 2003).
Abb. 1.4.: Schematische Darstellung des Miz1 Proteins
Dargestellt sind die einzelnen Domänen des Miz1 Proteins: Die „pox vi-
rus and zink finger“ Domäne (POZ, rot) und die 13 Zink Finger Motive
(grün). Die Balken markieren die für die Bindung an p300 wichtigen
Abschnitte.
1.3.1. Allgemeine Eigenschaften von Miz1
Die hochkonservierte POZ-Domäne („pox virus and zinc finger“) ist eine in vie-
len Proteinen vorkommende Proteininteraktionsdomäne (Bardwell u. Treisman,
1994), die aus alternierenden α-Helices und β-Faltblättern besteht (Ahmad u. a.,
1998). Sie hat, bedingt durch die Aminosäurekombination stark hydrophobe Ei-
genschaften und vermittelt oft die lipophile Bindung an weitere POZ-Domänen
(Dhordain u. a., 1995). Trotzdem wurde für Miz1 bisher keine Homodimerisie-
rung nachgewiesen werden. Weiter carboxyterminal folgen zwölf Zink-Finger Do-
mänen vom Cys2-His2-Typ unmittelbar aufeinander. Ein dreizehnter Zinkfinger
liegt circa 80 Aminosäuren vor dem Carboxyterminus. Die Sequenz zwischen dem
zwölften und dreizehnten Zinkfinger ist in verschiedenen Spezies konserviert und
konnte als die Interaktionsdomäne für das cMyc-Protein nachgewiesen werden.
Im Gegensatz zu anderen POZ-Domänen-Proteinen ist Miz1 ein lösliches Prote-
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in welches sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma nachweisbar ist (Peukert
u. a., 1997). Im Zytoplasma ist Miz1 an Mikrotubuli assoziiert (Peukert u. a.,
1997). Ziegelbauer u. a. (2001) konnten zeigen, dass für diese Interaktion die Re-




Proteine sind neben den Nukleinsäuren die Grundbausteine des Lebens. Aktivität,
Stabilität und subzelluläre Verteilung von Proteinen können durch verschiedene
posttranslationale Modifikationen moduliert werden. Eine dieser Modifikationen
ist die Ubiquitinierung, für deren Beschreibung 2004 der Chemie-Nobelpreis an
Ciechanover, Hershko und Rose (Giles, 2004) vergeben wurde. Ubiquitin besteht
aus 76 Aminosäuren und wird durch so genannte Ubiquitin E3 Ligasen direkt oder
indirekt an weitere Proteine, Ubiquitin selbst eingeschlossen, kovalent gekoppelt.
Diese Bindung erfolgt in der Regel über Lysin Reste des Zielproteins. Einzel-
ne Ubiquitine können so untereinander zu langen Polyubiquitinketten verknüpft
werden. Die Ubiquitinierung von Proteinen ist eine Schlüsselreaktion für den Ab-
bau überflüssig gewordener oder fehlerhafter Proteine. Das Ubiquitin-Proteasom-
System ist aber viel mehr als das nur ein Proteinentsorgungssystem. Es bietet
eine effiziente Möglichkeit der Regulation von Aktivität, Lokalisation und Stabi-
lität von Zielproteinen, die für viele Schlüsselprozesse unabdingbar ist (Hershko
u. Ciechanover, 1998).
1.4.1. Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-Systems
Wie oben beschrieben wird die Modifikation eines Proteins mit Ubiquitin als
Ubiquitinierung bezeichnet. Hierfür wird zwischen der Carboxylgruppe des C-
terminalen Glycins des Ubiquitins und der –Aminogruppe eines internen Lysins
des Substrates eine Isopeptidbindung ausgebildet. Erfolgt diese Verknüpfung zwi-
schen mehreren Ubiquitinmolekülen, entstehen lange Polyubiquitinketten. Dies
wird als Polyubiquitinierung bezeichnet. Die mehrfache Ubiquitinierung eines
Substrats an verschiedenen Lysinen wird als Multiubiquitinierung bezeichnet.
Ubiquitinierung ist wie Phosphorylierung oder Acetylierung von Proteinen ei-
ne reversible Reaktion und kann durch Ubiquitin-Hydrolasen, sogenannte DUBs
(„Deubiquitinaiting enzymes“) rückgängig gemacht werden (Swaminathan u. a.,
1997; Pickart, 2001; Yao u. Cohen, 2002). Zu Beginn der Ubiquitinierungsreakti-
on wird die C-terminale Carboxylgruppe des Ubiquitins aktiviert. Diese Reaktion
katalysiert in der Regel in Eukaryonten UBA1 („ubiquitin activating enzyme 1“).
Es bildet unter Verbrauch von ATP einen Thioester zwischen dem zuvor akti-
vierten Carboxyterminus des Ubiquitins und einem Cystein im aktiven Zentrum
des UBA1 Enzyms aus (McGrath u. a., 1991). Das so aktivierte Ubiquitin wird
nun unter Bildung eines weiteren Thioesters zu einen Cysteinrest eines Ubiquitin
konjugierenden Enzyms (UBC) transferiert. UBC-Proteine können zwar Ubiqui-
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tin direkt auf Substratproteine übertragen, diese Reaktion ist aber ineffizient und
unspezifisch. Zusätzliche Faktoren, die Ubiquitin-Ligasen ermöglichen spezifische
und effiziente Ubiquitinierungsreaktionen.
Ubiquitin-Ligasen dienen als spezifischer Adapter zwischen belandenem E2
Enzym und Substrat (Jackson u. a., 2000a). In manchen Fällen, in denen
Ubiquitin-Ligasen alleine keine Ubiquitinketten ausbilden können, werden zusätz-
liche Polyubiquitinierungs-Faktoren benötigt (Koegl u. a., 1999; Imai u. a., 2002).
Ubiquitinierung läßt sich dem zu Folge als in Einzelschritte unterteilte enzyma-
tische Gesamtreaktion beschreiben, in der Ubiquitin zuerst aktiviert, auf das E2
Enzym transferiert und schließlich auf ein Substrat übertragen wird. Die Sub-
stratspezifität wird hierbei durch die E3 Ligase gewährleistet. Entsprechend der
Reihenfolge, in der die Enzyme in dieser Kaskade vorkommen, werden die einzel-
nen Enzyme als E1- (UBA1), E2- (UBC) und E3-Ubiquitin-Ligasen bezeichnet.
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Abb. 1.5.: Das Ubiquitin-Proteasom-System
E1-Enzyme binden unter Verbrauch von ATP Ubiquitin und übertragen
es auf E2 Ligasen. Anschließend wird das Ubiquitin unter Mitwirkung
von E3-Ubiquitin-Ligasen auf einen Lysinrest des Substrats übertragen.
Dieser Schritt wiederholt sich, bis eine Polyubiquitinkette aufgebaut
ist, welche vom Proteasom erkannt wird. Nach Translozierung des Sub-
stratproteins in die 20S Untereinheit des Proteasoms wird das Substrat




1.4.2. RING- und HECT E3 Ubiquitin Ligasen
Die E3-Ubiquitin-Ligasen gliedern sich in zwei Gruppen, die sich sowohl im Funk-
tionsmechanismus als auch in Strukturelementen unterscheiden. Die erste und
zahlenmäßig größere Gruppe (Übersicht in Pickart (2001)) ist charakterisiert
durch die so genannte RING Domäne, eine dem Zink-Finger verwandte Domäne
die in zwei verschiedenen Konfigurationen auftritt (sechs Cysteine und zwei His-
tidine (RING-H2), oder sieben Cysteine und eine Histidin (RING-HC)).Von der
RING Domäne werden zwei Zink-Ionen gebunden (Jackson u. Eldridge, 2002),
diese Metallkomplexierung ist für die Funktion der E3 Ligase essentiell. Im Ge-
gensatz zu HECT-E3-Ligasen (siehe unten) vermitteln RING-E3-Ligasen nur die
Bindung zwischen Substrat und E2-Enzym (Joazeiro u. Weissman, 2000; Jackson
u. a., 2000b) und sind an der eigentlichen Ubiquitinierungsreaktion nicht direkt
beteiligt. Klassische Beispiele für die Familie der RING-E3-Ubiquitin Ligasen sind
die SCF-Proteinkomplexe (benannt nach den Hauptkomponenten Skp1, Cullin
und F-box-Protein) und Mdm2, welches am Abbau von p53 beteiligt ist (Honda
u. a., 1997; Fang u. a., 2000).
Die zweite Gruppe der E3-Ubiquitin-Ligasen sind die HECT-E3-Ligasen. HECT
Domänen-Enzyme sind definiert durch eine etwa 350 Aminosäure lange, zum Car-
boxyterminus des humanen E6-AP Proteins homologe Sequenz, der HECT Do-
mäne („homologous to the E6-AP C-terminus“, Huibregtse u. a. (1995)). E6-AP
wurde als am Abbau des Tumorsuppressors p53 beteiligte E3-Ligase beschrieben
(Scheffner u. a., 1990). HECT-E3-Ligasen sind relativ große Proteine (meist 90-
500 kDa), die nicht als modulare Multiproteinkomplexe aufgebaut sind. Sie bilden
im Gegensatz zu RING-E3-Ligasen direkt Thioesterbindungen mit Ubiquitin aus
und übertragen dieses anschließend auf das Substrat (Schwarz u. a., 1998). Die
Substraterkennung erfolgt nicht ausschließlich über die HECT-Domäne, sondern
in der Regel über andere Domänen der E3 Ligase. Da die HECT-Domänen von
verschiedenen Proteinen aber nicht beliebig austauschbar sind, wird angenom-
men, dass sie ebenfalls in die Substraterkennung involviert sind (Schwarz u. a.,
1998). Typisch für HECT E3 Ligasen ist außerdem die WWE-Domäne, die an der
Interaktion mit E2 Ligasen und dem Substrat beteiligt ist (Schwarz u. a., 1998).
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1.4.3. Verschiedene Arten der Ubiquitinierung
Das Ubiquitin-Proteasom-System ist neben der lysosomalen Degradation eines
der zentralen Proteinabbau-Systeme (Rock u. a., 1994), ohne das Zellen nicht
überleben können (Tanaka, 1995). Abgebaut werden Proteine im Rahmen des
physiologischen Proteinumsatzes. Die schnelle Degradation von Schlüsselenzy-
men, die für eine Reaktion geschwindigkeitsbestimmend sind (wie zum Beispiel
Ornithin-Decarboxylase), Transkriptionsfaktoren die konstitutiv expremiert wer-
den, aber deren Aktivität reguliert werden muss (zum Beispiel p53) und Proteine
(zum Beispiel Zykline) deren Aktivität nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus
erwünscht ist, spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Metabolismus,
Transkriptionsregulation und Zellzyklus Kontrolle (Coux u. a., 1996). Auch wer-
den fehlerhafte Proteine, die durch Mutationen, fehlerhafte Synthese oder Fehl-
konformation entstanden sind über durch Lysin 48 verknüpfte Polyubiquitinie-
rung markiert. Diese Polyubiquitinketten sind sowohl wichtig für den Transport
zum Proteasom (Deveraux u. a., 1994; Lam u. a., 2002) als auch für die Initiation
der Degradation (Haupt u. a., 1997; Kubbutat u. a., 1997). Das Proteasom ist ein
Multiproteinkomplex, der in eine katalytische 20S Komponente und zwei regu-
latorische 19S Komponenten, sogenannte Deckel, gegliedert ist. Die 19S Deckel
erkennen mit mindestens vier über Lysin 48 verknüpfte Polyubiquitin Ketten
markierte Proteine, entfalten diese und transferieren sie nach Abspaltung der
Ubiquitine an die katalytisch aktive, zentrale 20S-Einheit weiter. Diese spaltet
Proteine unspezifisch zu kurzen Peptiden, welche zur Neusynthese von Proteinen
genutzt werden können. Die Ubiquitine werden nicht gespalten sondern stehen
sofort für weitere Ubiquitinierungsreaktionen zur Verfügung.
Die Ubiquitinierung von Proteinen hat nicht zwangsweise Degradation zur Folge.
Met4, ein Faktor der bZIP Familie, der Gene der Methioninbiosynthese reguliert,
wird bei hohen Mengen von S-Adenosylmethionin durch Ubiquitinierung inakti-
viert, aber nicht degradiert (Flick u. a., 2004). Ursache für die Inaktivierung ist
zumindest teilweise eine reduzierte Bindungsfähigkeit von ubiquitiniertem Met4
an den Coaktivator Cbpf1.
Die Polyubiquitinierung von Proteinen ist nicht homogen. Sie unterscheidet sich
einerseits in der Länge der Ubiquitinkette und andererseits in der Art der Ver-
knüpfung innerhalb der Ubiquitinkette: Ketten, die intern über Lysin 48 verknüpft
sind und mindestens aus vier Ubiquitinen bestehen, dienen, wie beschrieben, in
der Regel als Degradationssignal. Polyubiquitinylierte Spezies mit über Lysin 63
verknüpften Ub-Einheiten, sind für die Vermittlung von nichtproteolytischen, oft
reversiblen Ereignissen verantwortlich (Schnell u. Hicke, 2003). Hierzu gehört die
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Modulation von Proteineigenschaften wie Aktivität, subzelluläre Verteilung und
Protein-Protein-Interaktion. Auch Ubiquitinverknüpfungen über Lysin 11, wel-
che ebenfalls nicht als Degradationssignal wirken, wurden beschrieben (Dubiel u.
Gordon, 1999). Ihre genaue Funktion ist unbekannt.
Neben der Polyubiquitinierung spielt auch die Monoubiquitinierung eine wichti-
ge Rolle für die Signaltransduktion der Zelle. Substratmoleküle, auf die nur eine
einzelne Ub-Einheit übertragen wird, können durch Proteine mit einer speziellen
Ubiquitin-Bindungsdomäne erkannt werden. So dient die Monoubiquitinylierung
des Histons H2B im Rahmen des so genannten Histon- Codes als Signal zur Ak-
tivierung der Transkription (Biel u. a., 2005), während sie zum Beispiel bei dem
EGF Rezeptor als Signal zur Internalisierung und dem nachfolgenden Transport
zum Lysosom dient (Mosesson u. a., 2003).
1.4.4. Die E3-Ubiquitin-Ligase HectH9
In einem Hefe-Zwei-Hybrid-Versuch wurde nach neuen Interaktionspartnern der
POZ-Domäne von Miz1 gesucht. Durch Sequenzierung wurden mehrere Klone ei-
nes Gens identifiziert, welche alle für die gleiche HECT-E3-Ligase kodieren. Eine
cDNA, welche für ein 4374 Aminosäuren langes Protein kodiert, wurde aus meh-
reren EST („expressed sequence tag“) Klonen ermittelt und mittels RT-PCR und
Immunblot verifiziert (Federica Maroni, persönliche Mitteilung). Die Analyse die-
ser Sequenz zeigt für Ubiquitinligasen typische Domänen: die aus 45 Aminosäuren
bestehende UBA Domäne kann sowohl Ubiquitin als auch andere Proteine bin-
den und kommt häufig in Proteinen des Ubiquitin Signalweges vor (Hofmann u.
Bucher, 1996). Die WWE-Domäne ist ebenfalls eine Protein Interaktionsdomäne,
die typisch für Proteine der Ubiquitinierungskaskade und für ADP ribosylierende
Proteine ist (Aravind, 2001). Außerdem wies das neu gefundene Protein eine 371
Aminosäuren lange HECT-Domäne am Carboxyterminus auf, welche charakte-
ristisch für E3-Ubiquitin-Ligasen der HECT Familie ist. Bislang wurden etwa 30
humane HECT-Proteine identifiziert. Da die meisten aber noch nicht charakte-
risiert sind, werden sie nach einer systematischen Nomenklatur mit HECT H(N)
bezeichnet (Scarafia u. a., 2000). Dieser Systematik folgend wird das Produkt im
weiteren als HectH9 bezeichnet. In anderen Publikationen geprägten Synonyme
sind ArfBP1, E3 Histone, Lasu1, Huwe1 und Mule. Als weiteres Strukturelement
enthält HectH9 eine BH3-Domäne. Dies ist eine weitere Protein-Protein Interak-
tionsdomäne, die Homo- oder Heterodimere mit weiteren Vertretern der Bcl-2-
Familie bilden kann. Eine HectH9 „knockout“ Maus wurde bis jetzt noch nicht
publiziert, aber Deletion des HectH9 Ortologs in C. elegans führt zum Absterben
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des Embryos (Page u. a., 2007) was auf eine wichtige Rolle in der Embryonalent-
wicklung schließen lässt.
Abb. 1.6.: Schematische Darstellung des HectH9 Proteins
Dargestellt sind die einzelnen Domänen des HectH9 Proteins. UBA-
Domäne: Protein Interaktionsdomäne, die Ubiquitin erkennt; WWE-
Domäne: Protein Interaktionsdomäne, typisch für Ubiquitinierungskas-
kade und für ADP ribosylierende Proteine; BH3-Domäne: Protein In-
teraktionsdomäne, typisch für Proteine der Bcl-2 Familie; HECT Do-




1.5. Das DNA Schadens Reparatursystem
Pro Tag entstehen mehrere tausend DNA Schäden in einer Zelle, die kontinuierlich
repariert werden müssen, um die Integrität des Erbguts zu garantieren. Ursachen
für DNA Schäden sind sowohl äußere Faktoren wie UV Strahlung oder karzino-
gene Chemikalien, als auch endogene Faktoren wie reaktive Sauerstoff Spezies,
die im Stoffwechsel anfallen. Dies bedeutet, dass DNA Schaden unvermeidbar für
die Zelle ist und deshalb effiziente Regulationsmechanismen für die Erkennung
und Reparatur der DNA existieren müssen, um die DNA Integrität vor allem
während der Zellteilung zu gewährleisten. Nur so kann eine Weitervererbung von
fehlerhaftem Erbmaterial ausgeschlossen werden. Deshalb wird der Ablauf des
Zellzyklus von so genannten „Checkpoints“ kontrolliert und kann in jeder Phase
verlangsamt oder komplett angehalten werden. Dies gibt der Zelle die benötigte
Zeit, den Schaden entweder zu beheben oder, sollte der Schaden zu gravierend
sein, den kontrollierten Zelltod einzuleiten. Der „DNA damage checkpoint“, der
die Integrität des DNA während der S Phase kontrolliert, wird üblicherweise in
drei Komponenten gegliedert: Sensoren, deren Aufgabe es ist, Schaden an der
DNA zu erkennen, Mediatoren die das DNA Schadenssignal weiterleiten und
verstärken und Effektoren, die Programme zur DNA Schadensreparatur einlei-
ten (zusammengefasst in Kumagai u. Dunphy (2006); Sancar u. a. (2004)). Das
DNA Schadenssignal wird durch eine Reihe von Phosphorylierungen weitergelei-
tet. Zwei Proteinkinasen aus der PI-3-Kinase-ähnlichen Familie, ATM und ATR,
haben hierbei eine zentrale Bedeutung bei der DNA Schadensinduktion: ATM
wird durch DNA-Doppelstrangbrüche, ATR durch UV-induzierte und replikati-
onsspezifische DNA-Schäden wie z.B. Basendimere aktiviert. Für die vollständige
Aktivierung der DNA Schadenskaskade wird die Bindung von weiteren Protei-
nen wie ATRIP, RPA und dem 9-1-1 Komplex (Rad9/Rad1/Hus1) benötigt (Li
u. Zou, 2005). Die Signalübertragung übernehmen sogenannte Mediatoren, be-
sonders wichtig sind TopBP1 („Topoisomerase binding protein 1“) und BRCA1
(„Breast cancer susceptibility gene 1“). Diese verstärken das DNA Schadenssignal
und vermitteln es mit Hilfe der Kinasen CHK1 und CHK2 das DNA Schadens-
signal an die Effektoren wie CDC25 Phosphatasen, p53 und SMC1. Durch sie
werden unter anderem die Aktivitäten der Zyklin-abhängigen Kinasen, die den
Zellzyklus arretieren aktiviert. So kann der Schaden repariert oder Apoptose ein-
geleitet werden (Übersicht der DNA Schadenssignalkaskade in Abbildung 1.7).
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Abb. 1.7.: Schematische Darstellung des „DNA damage checkpoints“
In gelb sind die sog. Signalinitiatoren dargestellt, die den von RPA Pro-
teinen (rot) besetzten DNA Schaden erkennen und zusammen mit den
Mediatoren (grün) über eine Reihe von Phosphorylierungen die Effek-
toren (blau) aktivieren. Diese arretieren den Zellzyklus in verschiedenen
Phasen (grau) und geben so der Zelle Zeit, den DNA Schaden zu repa-
rieren oder Apoptose einzuleiten.
(verändert nach Li u. Zou (2005))
1.5.1. Der DNA Schadenssignalmediator TopBP1
Das Topoisomerase II-Bindeprotein 1 wurde erstmals durch seine Assoziation
mit der Topoisomerase II identifiziert und charakterisiert (Yamane u. a., 1997).
Humanes TopBP1 zeichnet sich durch acht carboxyterminalen BRCT Domänen
aus. Diese zuerst in BRCA1 beschrieben Domänen (Koonin u. a., 1996) kommen
häufig in Proteinen der DNA Schadensreparatur (zum Beispiel DNA Ligase III
und IV, PARP-1) und Schlüsselproteinen der Zellzykluskontrolle (zum Beispiel
p53BP, Rad9) vor. TopBP1 hat in der Zelle zwei Hauptaufgaben. Einerseits spielt
TopBP1 eine entscheidende Rolle in der DNA Replikation, andererseits ist es für
die DNA Schadenserkennung essentiell. TopBP1 assoziiert mit blockierten Repli-
kationsgabeln und bindet Proteine, die eine Rolle in der DNA Schaden Reperatur
wichtig sind (Makiniemi u. a., 2001; Yamane u. a., 2002; Perera u. a., 2004). Hier
wird es von ATM direkt phosphoryliert (Yamane u. a., 2002) und ist für die effi-
ziente Aktivierung von ATR notwendig (Choi u. a., 2009). Klassische „knockout“
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Modelle stehen für TopBP1 nicht zur Verfügung, da es für die DNA Replikation
essentiell ist.
Abb. 1.8.: Schematische Darstellung des TopBP1 Proteins
Dargestellt sind die 8 BRCT Domänen (1-8, grün) und das carboxyter-
minale nukleäre Lokalisationssignal (NLS, rot) des TopBP1 Proteins.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit
Myc ist der einzige bekannte Faktor, der sowohl Polymerase I, II und III abhän-
gige Transkription aktivieren als auch über Miz1 Transkription reprimieren kann.
Die E3 Ligase HectH9 wurde in einem Hefe-Zwei-Hybrid-Versuch gefunden, der
neue Interaktionspartner von Miz1 identifizieren sollte. Während eine Ubiquiti-
nierung von Miz1 durch HectH9 nicht nachgewiesen werden konnte, ubiquitiniert
HectH9 cMyc effizient (Dissertation Rudolph Beier).
Ziel dieser Doktorarbeit war es deshalb, sowohl die Auswirkungen von HectH9
auf cMyc als auch auf Miz1 vermittelte Prozesse mittels Überexpression und
Depletion in verschiedenen Systemen zu studieren. Die im Hefe-Zwei-Hybrid Ver-
such gefundenen Interaktionen von HectH9 und Miz1 sollten im endogenen Sys-
tem mittels Koimmunpräzipitation verifiziert werden. In den folgenden Versu-
chen wurde cMyc KR6, eine Hexalysin-Mutante von cMyc, die nicht mehr durch
HectH9 ubiquitiniert wird, im Vergleich zu wildtyp cMyc verwendet um zu unter-
suchen, in wie weit die Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 in vivo einen de-
gradierenden Einfluss hat. Die Auswirkungen der Überexpression und Depletion
von HectH9 auf cMyc und andere Substrate wurde charakterisiert. Des Weiteren









Mikroskop zur Betrachtung von lebenden Zellen
Axiovert 25 (Zeiss, Oberkochen)
Neubauer-Zählkammer
Neubauer improved (Assistent Germany)
Fotometer zur Messung von Nukleinsäuren
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop)
Schüttelinkubator zur Inkubation von Bakterien
Model G25 (New Brunswick Scientifik Co. Inc)
Polyacrylamidgelapparatur




Kodak X-OMAT 2000 Processor (Kodak)
Vortexschüttler
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
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2. Material
UV Tisch zur Betrachtung von Agarosegelen
Mini-Transilluminator (Biorad)
PCR Maschine
Eppendorf Thermal Cycler epMaster Gradient S (Eppendorf)
quantitative PCR Maschine
MXp3000P qPCR System (Stratagene) mit MxPro qPCR Software
Zentrifugen
Biofuge pico, Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)
Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge (Du Pont Instruments)
2.2. Einmal- und Plastikware
Die Plastikwaren für die Zellkultur wurden von den Firmen Nunc oder Greiner
bezogen.
Zellkulturschalen
6, 10 und 15 cm Schalen (Nunc bzw. Greiner bio-one)
Reaktionsgefäße 1,5ml/2ml
Safe-Lock (Eppendorf)
Reaktionsgefäße für Standard PCR
0,2ml PCR-Cup, Flat Cap Transparent (Greiner bio-one)
Reaktionsgefäße für qRT-PCR













Parafilm „M“ (Pechiney Plastic Packaging)
Einmal-Skalpelle
Nr. 10 und Nr. 11 (B. Braun)
Sterile Spritzen- Filter
30mm/0,2µm Whatman (Schleicher und Schüll)
Spritzen 2ml
Injekt Luer Solo 2ml (B. Braun)
Insulinspritzen





QIAEX II DNA Purification Kit (Qiagen)
DNA Probenaufreinigung





F-, φ80∆lacZ∆M15, ∆(lacZYA-aegF )U169, deoR, recA1, endA1, hs-















h_HH9-1 humanes HectH9 ctacaatggtgcaggttaa
h_HH9-2 humanes HectH9 gcagcagtacagactttaa
h_HH9-3 humanes HectH9 ttgtggaggtttcaaataa
m_HH9-1 murines HectH9 ggcagacctgatgtatcaa
m_HH9-2 murines HectH9 gaggacaactagtaataca
2.7. Vektoren
pEGFPC1:
Eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV (Cytomegalievirus) Promotor,
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gefolgt von einer EGFP kodierenden Sequenz, für die Herstellung von GFP
Fusionsproteinen. (Clonetech)
pcDNA3:
Eukaryontischer Expressionsvektor mit CMV (Cytomegalievirus) Promotor und
T7 Promotor (Invitrogen).
pBABE:
Vektoren für die Herstellung rekombinanter Retroviren im BOSC / Phoenix
System mit zusätzlichen Resistenzgenen gegen Puro- oder Hygromycin (Mor-
genstern u. Land, 1990).
2.7.1. Expressionsplasmide zur transienten Transfektion
Miz1 in pcDNA3
pcDNA3 Vektor (Grundvektor von Invitrogen) mit humaner Miz1 cDNA
wt Myc in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner cMyc cDNA
Myc KR6 in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner cMyc cDNA, in der 6 Lysine (K298, K317, K323,
K326, K341 und K355) zu Arginginen mutiert wurden.
HectH9 ∆N in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humanem 3’ Ende der HectH9 cDNA von 5718 Basen
Da wildtyp HectH9 nicht effizient überexpremiert werden konnte wurde für alle
Experimente die verkürzte Mutante ∆N HectH9, verwendet.
wt HectH9 ∆N CS in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner HectH9 cDNA von 5718 Basen kodiert und in der
das katalytische Cystein in der Hect-Domäne durch ein Asparagin ersetzt wurde
MycKR5 K298 in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner cMyc cDNA, in der 5 Lysine (K317, K323, K326,
K341 und K355) zu Arginginen mutiert wurden
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MycKR5 K341 in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner cMyc cDNA, in der 5 Lysine (K298, K317, K323,
K326 und K355) zu Arginginen mutiert wurden
HA-Ubiquitin in pcDNA3
pcDNA3 Vektor HA markierter Ubiquitin cDNA
His-Ubiquitin in pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit HexaHis markierter Ubiquitin cDNA
wt TopBP1 pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner TopBP1 cDNA
wt FLAG TopBP1 pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner, FLAG markierter TopBP1 cDNA
FLAG TopBP1 S1159A pcDNA3
pcDNA3 Vektor mit humaner, FLAG markierter TopBP1 cDNA, in der Lysin
1159 zu Alanin mutiert wurde
HectH9-HA∆5 in pEGFPC1
pEGFPC1 Vektor mit humanem, HA markierter HectH9 Carboxyterminus von
2412 bp Länge
HectH9-HA∆4 in pEGFPC1
pEGFPC1 Vektor mit humanem, HA markierter HectH9 Carboxyterminus von
2352 bp Länge
HectH9-HA∆3 in pEGFPC1
pEGFPC1 Vektor mit humanem, HA markierter HectH9 Carboxyterminus von
1791 bp Länge
HectH9-HA∆2 in pEGFPC1





pEGFPC1 Vektor mit humanem, HA markierter HectH9 Carboxyterminus von
1644 bp Länge
HectH9-HA∆5 S3816A T2822A in pEGFPC1
pEGFPC1 Vektor mit humaner, HA markierter HectH9∆5 cDNA, in der Treonin
3816 und Serin 3822 von HectH9 zu Alanin mutiert wurden.
2.7.2. Expressionsplasmide zur Erzeugung rekombinanter Retroviren
pBABE-Puro Myc:
pBABE-Puro Vektor mit humaner cMyc cDNA
pBABE-Puro Myc KR6:
pBABE-Puro Vektor mit humaner cMyc cDNA, in der 6 Lysine (K298, K317,
K323, K326, K341 und K355) zu Arginginen mutiert wurden.
pBABE-Hygro Myc ER:
pBABE-Hygro Vektor mit humaner cMyc und Estrogenrezeptor cDNA. Dieses




Name Epitop Hersteller Spezies Verdünnung
N262 Myc Santa Cruz Kaninchen 1:3000 in 5% MM
9E10 Myc AG Eilers Maus 1:1000 in 5% MM
10E2 Miz-1 AG Eilers Maus 1:500 in 5% MM
HA.11 HA Covance Maus 1:5000 in 5% MM
H190 Miz1 Santa Cruz Kaninchen 1:3000 in 5% MM
Cdk2 Cdk2 Santa Cruz Kaninchen 1:3000 in 5% MM
Tubulin Tubulin Santa Cruz Maus 1:3000 in 5% MM
DO-1 p53 Santa Cruz Maus 1:1000 in 5% MM
NB 100-217 TopBP1 Novus Kaninchen 1:5000 in 5% MM
HectH9 HectH9 AG Helin Maus 1:1000 in 5% MM
H-300 ATR Santa Cruz Kaninchen 1:1000 in 5% MM
FL-476 Chk1 Santa Cruz Kaninchen 1:2000 in 5% MM
MAB3806 ATM p-S1981 Chemicon Maus 1:5000 in 5% MM
Ser15-R p53 p-S15 Santa Cruz Kaninchen 1:2000 in 5% BSA
Anti Maus Alexa Fluor 647 Invitrogen Kaninchen 1:400 in PBS
Anti Maus Alexa Fluor 488 Invitrogen Kaninchen 1:400 in PBS
Anti Maus Maus IG Millipore Ziege 1:25000 in TBS-T
Anti Kaninchen Kaninchen IG Millipore Ziege 1:25000 in TBS-T
Alle Primärantikörper wurden mit 1:1000 0,5%iger Natriumazid Lösung





qPCR_HectH9_5’ HectH9 cDNA ccagaagttcttcttgagggtact























Myc R298K fw R 298 von Myc KR6 zu K cctcacagcccactggtcctcaagaggtgccacg
Myc R298K rev R 298 von Myc KR6 zu K cgtggcacctcttgaggaccagtgggctgtgagg
Myc R341K fw R 341 von Myc KR6 zu K cagcaacaaccgaaaatgcaccagccccaggtcctc





HectH9-HA∆5 in pEGFPC1 (BglII) gggagatctGCCACCATGgtgtcctctggcctcactgaa
aacc
HectH9-HA∆4 in pEGFPC1 (BglII) gggagatctGCCACCATGtcttgttctgaggaaggctta
gagg
HectH9-HA∆3 in pEGFPC1 (BglII) gggagatctGCCACCATGgtacgtgagggtcaaagggc
gcgg
HectH9-HA∆2 in pEGFPC1 (BglII) gggagatctGCCACCATGgtggaccagccatctccca
gtgc
HectH9-HA∆1 in pEGFPC1 (BglII) gggagatctGCCACCATGgatggaaccccacaggggga
gaagg
HectH9 HA Stopp Primer (SalI) cccgtcgacttatgcataatctggtacatcatatggataggcca
gcccaaagccttcagagca
2.12. Chemikalien
Sämtliche verwendeten Chemikalien waren, soweit nicht anders angegeben, von
analysenreiner Qualität. Die hier nicht aufgeführten Stoffe wurden von den
Firmen Fisher Scientific GmbH (Nidderau), Merck KGaA (Darmstadt), Roth

















20mM gelöst in 100% Ethanol;
eingesetzt 1:1000
ALLN (Merck KGaA)
20mM gelöst in 100% Ethanol;
eingesetzt 1:1000
MG132 (Merck KGaA)
20mg/ml, gelöst in 100% Ethanol;
eingesetzt 1:1000
Protease Inhibitoren Cocktail (Sigma)






Protein G Sepharose, Fast Flow (Sigma)
Protein A Sepharose, Fast Flow (Sigma)
Talon Cobalt Agarose, Fast Flow (Takara)
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2.13. Materialien für die Zellkultur
DMEM-Zellkulturmedium (Cambrex)
Zur Herstellung einer gebrauchsfertigen Lösung mit 10% FCS (v/v), 100U/ml









































9,375ml 1M Tris pH 6,8
50mg Bromphenolblau





auf 1 l mit ddH2O (852ml) auffüllen
über Nacht rühren (vor Lichteinfall schützen)







auf 5 l mit ddH2O auffüllen
pH auf 7,05 einstellen





12,5ml 1M Tris pH8,0
mit ddH2O auf 250ml auffüllen
Vor Verwendung frisch PI zugeben;
10×Tank-Blot Puffer:
319,4 g Glycin (75,07 MW)
75,00 g Tris Base (121,14 MW)
6,25ml 10% SDS Lösung
ad 2,5l mit ddH2O auffüllen
auf ca pH 8 mit HCl einstellen (ca 40ml)
1×Tank-Blot Puffer:




0,2% (w/v) Orange G 10mM EDTA pH 8,0
Laufpuffer für SDS Gelelektrophorese







1mM EDTA pH 8,0
Tris pH 8,0 (1M)
1M Tris in ddH2O
eingestellt auf pH 8,0
20×TBS










Vor Verwendung frisch ALLN, PI, NEM und MG132 zugeben;
Ubi-Puffer 2:
50mM Tris-Cl pH 7,5
120mM NaCl
5mM EDTA
Vor Verwendung frisch ALLN, PI, NEM und MG132 zugeben;
His Ubi-Puffer 1:
50mM Phosphatpuffer pH 7,5
120mM NaCl
6M Guanidinium Hydrochlorid




50mM Phosphatpuffer pH 7,5
120mM NaCl
3M Guanidinium Hydrochlorid
Vor Verwendung frisch ALLN, PI, NEM und MG132 zugeben;
His Ubi-Puffer 3:
50mM Phosphatpuffer pH 7,5
120mM NaCl







1 kb DNA Ladder 1µg/µl (Invitrogen)
Proteinmarker
Page RulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas)
HiMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen)
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(Auszüge und Übersetzungen aus der Methodensammlung der AG Eilers)
3.1. Nukleinsäure Techniken
Polymerasekettenreaktion
Die Polymerasekettenreaktion wurde zur Amplifikation spezifischer Fragmente
aus geringen Mengen DNA angewandt. Ein bestimmter Bereich eines DNA-
Doppelstranges, der als Vorlage („Template“) dient, wurde mit Hilfe zweier
„Primer“, die zu den Enden des zu amplifizierenden Fragmentes komplementär
waren, durch eine amplifiziert (Mullis u. Faloona, 1987). Für die PCR Reaktionen
in dieser Arbeit wurdenje nach „Template“ 50 bis 100 ng DNA pro PCR-Reaktion
und „Primer“ mit einer Schmelztemperatur 50-65 ◦C eingesetzt. Die Reakti-
onstemperaturen und -zeiten wurden auf den jeweiligen Primersequenzen und
der Länge der erwarteten Produkte basierend errechnet. Die PCR Reaktionen
wurden generell nach Angaben der Hersteller durchgeführt. Hier ein typischer
PCR Ansatz: 100 ng „Template“; 1 µl Taq-Polymerase; 5 µl 10 ×PCR-Puffer
(Roche); 0,2mM je dNTP (Invitrogen); Primer 1 und 2 je 10 pM; mit ddH2O
auf 50 µl auffüllen.
Aufreinigung von DNA-Fragmenten
Die Aufreinigung der mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte nach
dem Protokoll der Firma Qiagen mittels des „QIAquick PCR-Purification-Kit“.
Es wurde ein 50 µl PCR Ansatz mit 250µl PB-Puffer gemischt, auf eine Mi-
krozentrifugationssäule gegeben und 1 Minute zentrifugiert. Danach wurde die
Säule mit der gebundenen DNA nach den Angaben des Herstellers mit PE-
Puffer gewaschen, getrocknet und mit Elutions-Puffer (10mM Tris pH 8,0) eluiert.
Verdau von DNA
DNA aus PCR-Reaktionen oder Plasmid-DNA wurde mittels verschiedener
DNA-Restriktionsendonukleasen verdaut. Dafür wurde 5 µg DNA mit 10 Einhei-
ten des entsprechenden Enzyms (von New England Biolabs oder Fermentas) in
einem Gesamtvolumen von 50µl nach der vom Hersteller empfohlenen Puffer-
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und Temperaturbedingungen 1 bis 2 Stunden inkubiert.
Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
Um nach einem Restriktionsverdau der entsprechenden Vektoren eine Religation
zu verhindern, wurden die verdauten Vektoren an den Enden dephosphoryliert.
Der Verdau wurde dafür nach Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme für 20
Minuten bei 65 ◦C (sofern eine Hitzeinaktivierbarkeit des Enzyms vorlag) mit
10 Einheiten der alkalischen CIP (Calf Intestinal Phosphatase) (NEB) für 10
Minuten bei 37 ◦C inkubiert und mit dem „QIAquick PCR-Aufreinigungs“-Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Elektrophoretische Auftrennung von DNA
DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und iso-
liert. Als Gel- und Laufpuffer wurde 1×TAE verwendet, dem zur Visualisierung
der DNA Ethidiumbromid (circa 10 ng/ml) zugesetzt wurde. In Abhängigkeit der
Länge des DNA Fragments wurden Agarosegele mit Konzentrationen zwischen
0,7-2.5 % verwendet.
DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen
Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente mittels UV Monitor
(312 nm) sichtbar gemacht, mit einem Skalpell ausgeschnitten, gewogen und
mittels des „QIAquick Gel Extraction“-Kits (Qiagen) aufgereinigt. Nach der
Aufreinigung wurde ein Aliquot der DNA elektrophoretisch aufgetrennt, um die





Für DNA-Ligationen mit 3´- oder 5´-Überhängen wurden Vektor und das
einzubringende DNA-Fragment in einem Verhältnis von 1:3, für Ligationen ohne
überhängende Enden (Blunt) in einem Verhältnis 1:10 gemischt. Es wurden
insgesamt nicht mehr als 200 ng DNA für eine Ligation in einem Gesamtvolumen
von 20 µl eingesetzt. Für die Ligation wurden 1 µl T4-DNA-Ligase (New England
Biolabs (NEB), 2000 Einheiten/µl) eingesetzt. Die Reaktion im Ligationpuffer
(50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1mM ATP, 25 µg/ml
BSA) erfolgte über Nacht bei 16 ◦C.
Escherichia coli-Transformation mit rekombinanter DNA
Ein 2 µl Aliquot des Ligationsansatzes wurde in kompetente E.coli DH5α Zellen
transformiert. Die Transformation der Zellen wurde nach (Sambrook u. a.,
1989) durchgeführt. Danach folgte eine 45 minütige Inkubation bei 37 ◦C in LB
Medium ohne Antibiotikum und ein Ausplattieren der Ansätze auf entsprechende
Kulturplatten unter Selektion.
Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli
Ausgehend von einer Kolonie wurde eine Übernachtkultur in 5ml LB Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum angesetzt und am nächsten Tag durch
Zentrifugation pelletiert. Die Lyse der Zellen und die Plasmidisolierung wurden
mit den Puffern des Plasmidisolations-Kits (Jetstar), nach Anleitung des
Herstellers durchgeführt. 2µl der Plasmid-DNA wurden dann mittels geeigneter
Restriktionsenzyme verdaut und auf das korrekte Insert hin geprüft.
Subklonierung von DNA-Fragmenten
Die Vorgehensweise entspricht der beschriebenen Klonierung von PCR-
Produkten. Bei Subklonierungen von DNA-Fragmenten wurde das DNA-
Fragment enzymatisch aus einem Plasmid herausgeschnitten und gereinigt.
RNA Isolation
Je nach weiterer Verwendung wurde die RNA aus Zellen mittels TRIzol Reagenz
oder durch Nutzung des NucleoSpin-Kits von Machery-Nagel isoliert. RNA, die
nachfolgend zur cDNA-Synthese und dann für Analysen mittels quantitativer
Realtime- PCR (qRT-PCR) genutzt werden sollte, wurde mittels TRIzol Reagenz
nach Angaben des Herstellers isoliert und aufgereinigt. Das Nucleospin-Kit von
Machery-Nagel wurde verwendet, wenn RNA als Ausgangsmaterial für einen
cDNA-Microarray benötigt wurde. Die Isolation und Aufreinigung der RNA
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erfolgte dabei nach Herstellerangaben.
cDNA-Microarray
Der cDNA-Microarray wurde von der Microarray-Service-Einheit des IMT
durchgeführt. Dabei wurden jeweils 55 µg RNA zunächst in cDNA revers
transkribiert, aufgereinigt und anschließend mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3
und Cy5 markiert. Die fluoreszierenden cDNA-Proben wurden aufgereinigt
und über Nacht zwischen zwei cDNA-Microarray-Chips gegeben (Sandwich).
Auf diesen Chips befanden sich 11552 einzelsträngige, humane cDNAs, die mit
entsprechenden fluoreszenz-markierten cDNA-Proben hybridisieren konnten.
Nach dem Waschen der Chips wurden die Daten eingelesen und von Birgit
Samans ausgewertet.
3.2. Zellkultur
Die Arbeiten mit eukaryontischen Zellkulturen orientierten sich im wesentlichen
nach Standardmethoden, wie sie zum Beispiel bei Spector (1998) beschrieben
sind. Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden in Adhäsionskultur
auf Polystyrol-Zellkulturschalen mit den Durchmessern 3,5 cm, 6 cm, 10 cm oder
15 cm kultiviert (Nunc, Greiner). Wenn nicht speziell vermerkt, wurden die
Zellen in Vollmedium in Heraeus BBD 6220 Begasungsbrutschränken bei 37 ◦C,
96% relativer Feuchte und 5% CO2 kultiviert. Die Experimente, die für eine
fortgesetzte Kultur vorgesehen waren, wurden unter sterilen Bedingungen in
einer Steril-Arbeitsbank (HeraSafe, Heraeus) durchgeführt.
Auftauen von Zellen
Ein Aliquot (ca. 1ml) eingefrorener Zellsuspension wurde in einem 37 ◦C
warmen Wasserbad aufgetaut, sofort in einem 15ml-Falcon-Röhrchen in einem
Gesamtvolumen von 10ml auf 37 ◦C vorgewärmtem Vollmedium aufgenommen
und 3 Minuten bei 1500U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10ml auf 37 ◦C
vorgewärmtem DMEM (mit 10% FCS (v/v), 100U/ml Penicillin und 100 µg/ml
Streptomycin) resuspendiert und die Suspension über Nacht in einer 10 cm
Schale bei 37 ◦C im Brutschrank unter 5% CO2 (v/v) inkubiert. Am nächsten
Tag wurde das Medium gewechselt um Reste von DMSO zu entfernen.
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Transfektion von Zellen mit Kalziumphosphat
Zellen wurden mit einer Neubauer Zählkammer ausgezählt und jeweils 5×105 Zel-
len auf einer 10 cm Zellkulturschale ausplattiert. Am darauf folgenden Tag wurde
je Schale 30 g Plasmid-DNA und 50 µl 2,5M Calciumchloridlösung in einem
Röhrchen gemischt und mit ddH2O auf 500 µl aufgefüllt. über „Bubbeln“ (Luftzu-
fuhr über eine Glaspipette) langsam in ein zweites Röhrchen mit 500 µl 2×HBS
überführt. Dieser Ansatz wurde 1 bis 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und das so entstandene feine Präzipitat auf die Schalen gegeben. Nach 12 bis 16
Stunden wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend weite-
re 24 bis 36 Stunden in Kultur gehalten. Danach wurden sie in 1ml PBS geerntet.
Herstellung rekombinanter Retroviren
Der retrovirale Gentransfer ermöglicht die stabile Integration von Plasmid-DNA
in das Genom von Säugerzellen. Sogenannte pBABE Plasmide (Morgenstern
u. Land, 1990) in die die entsprechenden cDNA Sequenzen kloniert wurden,
dienten als Vektoren. Für die Transfektion der „Phoenix-Packaging-Zelllinie“
wurden auf einer 10 cm Kulturschale 5-6×106 Zellen plattiert und nach 24
Stunden mit 30µg DNA mit der Kalziumphosphat-Methode transfiziert. Am
nächsten Morgen (12-14 Stunden nach Transfektionsbeginn) wurden die Zellen
1 mal mit PBS gewaschen und mit 5ml neuem Medium versetzt. Nach 24
Stunden wurde der Virusüberstand abgenommen und für 5 Minuten in einer
Heraeus-Megafuge bei 1200U/min und 4 ◦C abzentrifugiert, um Zelltrümmer zu
entfernen (1. Ernte). Danach wurde der Überstand in 7ml-Aliquots in flüssigem
Stickstoff (Messer-Griesheim, Griesheim) schockgefroren und bis zur Infektion
bei -80 ◦C gelagert. Die Phönix-Zellen wurden erneut mit 5ml Medium versetzt
und der Überstand nach weiteren 24 Stunden geerntet (2. Ernte) und eingefroren.
Infektion von Zellen mit rekombinanten Retroviren
Einen Tag vor der Infektion wurden 5×105 Zellen auf eine 10 cm Kulturschale
ausplattiert. Zur Infektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 3-6ml
viralem Überstand versetzt. Außerdem wurden 2ml Medium (wenn nur 3ml
Virusüberstand verwendet wurde) und zur Erhöhung der Infektionseffizienz
4µg/ml Polybrene (Hexadimethrinbromid, Sigma) zu den Zellen gegeben. Es
folgte ein Inkubationsschritt bei 37 ◦C im Brutschrank für 12-16 Stunden. Danach
wurden 5ml Medium zugegeben. Schließlich wurden die Zellen 48 Stunden nach




Zur stabilen Integration von rekombinanten Retroviren wurden die Zellen 48
Stunden nach Infektion in das entsprechende Selektionsmedium überführt
(5µg/ml Puromycin) und bei Bedarf weiterpassagiert. Mittels Zellen, denen das
jeweilige Resistenzgen fehlte, wurde die Vollständigkeit der Selektion überprüft.
Das Selektionsmedium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt.
3.3. Proteinbiochemische Metoden
Endogene Koimmunpräzipitation
Zellen wurden mit NP40 Puffer resuspendiert, durch 3 faches Schockfrieren und
Auftauen lysiert und durch Bestimmung nach Bradford die Proteinkonzentration
ermittelt. Für die Koimmunpräzipitation wurde jeweils 1mg Protein eingesetzt.
25 µgProtein G Sepharose „Beads“ wurden drei mal mit NP40 Puffer waschen.
Die gewaschene Protein G Sepharose wurde mit 1% BSA in 1ml NP40 Puffer
30 Minuten bei Raumtemperatur drehend blockiert. Blockierte „Beads“ wurden
mit je 1µg Antikörper und je 1mg Lysat gemischt und mit NP40 Puffer auf
1ml aufgefüllt. Die Ansätze wurden nun 2 Stunden bei Raumtemperatur über
Kopf auf einem Rad gedreht. Danach wurde jeder Ansatz 5 mal auf Eis mit
NP40 Puffer gewaschen. Dabei wurde nach dem vierten Waschschritt das
Eppendorf-Gefäß gewechselt. Zum Schluss wurde das gebundene Protein mit
1×SDS-Puffer eluiert und ein Immunblot durchgeführt.
Immunfluoreszenz
Für die Immunfluoreszenz wurden 2,5×105 HeLa Zellen in 6 cm Platten auf
Deckgläsern kultiviert und transfiziert. Die Zellen wurden nach 12 Stunden
einmal mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt, und nach weite-
ren 24 Stunden in Kultur mit PBS gewaschen und mit 3,7% Paraformaldehyd
für 15 Minuten fixiert. Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen. Blockiert
wurden die Zellen mit 10% BSA in PBS für 45 Minuten bei Raumtemperatur.
Die Erstantikörper wurden in Blockpuffer (1:250) verdünnt und für 45 Minuten
bei 37 ◦C auf den Zellen inkubiert. Diese wurden anschließend dreimal mit
dem Blockpuffer bei Raumtemperatur für fünf Minuten gewaschen, bevor der
Zweitantikörper (1:400) sowie Höchst 33258 Farbstoff (1:10000) für 45 Minuten
bei Raumtemperatur auf den Zellen inkubiert wurde. Anschließend wurden die
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Deckgläser mit NP-40-Waschpuffer drei mal fünf Minuten bei Raumtemperatur
gewaschen, in PBS und H2O getaucht, abgetupft und mit 2 µl Mowiol eingede-
ckelt.
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die SDS-PAGE wurde wie von (Sambrook u. a., 1989) beschrieben durchgeführt.
Die Elektrophorese wurde zunächst bei 80 Volt und nach Einlauf ins Trenngel
bei 160 Volt in einer Elektrophoreseapparatur (Biorad) durchgeführt (Gelgröße
1mm×7 cm×10 cm). Abhängig von der Größe der Proteine, die dargestellt
werden sollten, wurde die Elektrophorese nach 1 bis 3 Stunden beendet und das
Gel geblottet.
Immunblot
Für Immunblot Analysen erfolgte der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine
in einer Harnischmacher Blotting-Apparatur. Dafür wurde das Gel im Sand-
wichverfahren auf eine PVDF Membran, die zuvor für 5 Minuten in Methanol
inkubiert wurde, bei 350 - 400mA für 1 bis 4 Stunden, abhängig von der
Proteingrösse in Transferpuffer geblottet. Nach dem Blot wurde die Membran,
um den Transfer zu überprüfen, für 10 Sekunden in Ponceau-S-Lösung (Sigma)
geschwenkt und für eine Minute in H2O entfärbt.
Unspezifische Bindungsstellen für den Antikörper an transferierten Proteinen auf
der PVDF-Membran wurden durch einstündige Inkubation mit 5% Milchpulver
in TBS-T abgesättigt. Der Primärantikörper wurde im 5% Blockmilch entspre-
chend verdünnt und für eine Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei
4 ◦C mit der Membran inkubiert. Die Membran wurde dreimal je 15 Minuten mit
TBS-T-Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit Peroxidase gekoppeltem
Sekundärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur. Daraufhin wurde die
Membran fünf mal für jeweils 5 Minuten in TBS-T gewaschen und mit „Im-
mobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat“ (Millipore) nach Angaben
des Herstellers inkubiert. Anschließend wurde die Membran mit Frischhaltefolie
abgedeckt. In einer Dunkelkammer wurde je nach Intensität der Film nach 3
Sekunden bis zu einer Stunde Exposition entwickelt.
HA-Ubiquitinierungs-Assay
Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend mit 1ml eis-
kaltem PBS geerntet. 50 µl der Zellsuspension wurden für einen Immunblot
abgenommen. Nach einer 5 minütigen Zentrifugation bei 3000U/min wurde
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der Überstand abgesaugt und das Pellet in 100µl Ubi-Puffer 1 resuspendiert
und für 7 Minuten bei 95 ◦C inkubiert. Nach Zugabe von 1ml Ubi-Puffer
2 wurde die Probe für 10 Minuten mit 13000U/min bei 4 ◦C zentrifugiert,
der Überstand abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Die
so erhaltenen Lysate wurden nun über Nacht mit 20 µl αHA „Sepharose-
Beads“ inkubiert. Nach 3 Waschschritten wurden die „Beads“ in 50 µl 1×SDS
Ladepuffer für 10 Minuten aufgekocht und anschließend im Immunblot analysiert.
His-Ubiquitinierungs-Assay
Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend mit 1ml eis-
kaltem PBS geerntet. 50 µl der Zellsuspension wurden für einen Immunblot
abgenommen. Nach einer 5 minütigen Zentrifugation bei 3000U/min wurde
der Überstand abgesaugt und das Pellet in 1ml His Ubi-Puffer 1 resuspendiert
und für 5 ×30 Sekunden bei 20% Amplitude sonifiziert. Anschließend wurde
das Lysat mit 50 µl vorher gewaschenen Talon „Beads“ für 2 Stunden bei
4 ◦C über Kopf auf einem Rad gedreht. Danach wurde jeder Ansatz je 2 mal
auf Eis mit His Ubi Puffer 1 2 und 3 gewaschen. Zum Schluss wurde das ge-
bundene Protein mit His Ubi SDS-Puffer eluiert und ein Immunblot durchgeführt.
FACS Analyse
Die Zellen wurden zunächst trypsinisiert und in 10ml PBS in Sarstedt-
Röhrchen überführt. Daraufhin wurden die Zellen in einer Heraeus-Megafuge
bei 1200U/min und 4 ◦C für 5 Minuten abzentrifugiert und einmal in PBS ge-
waschen. Das Pellet wurde in 0,5ml PBS resuspendiert und mit 4,5ml eiskaltem
Ethanol zur Fixierung zugegeben und mindestens 30 Minuten auf Eis stehend
fixiert. Anschließend wurden die Zellen abzentrifugiert, in 0,5ml PBS / 0,1%
NP40 aufgenommen und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 500 µl PBS / 30 µg/ml Propidiumjodid
und 20µg/ml RNAse A (Boehringer) für eine Stunde bei Raumtemperatur und
vor Licht geschützt inkubiert. Mit einem Becton-Dickinson FACScalibur-Gerät
wurde der DNA-Gehalt pro Zelle bestimmt. Um statistisch robuste Werte zu
erhalten, wurden pro Ansatz 50000 bis 100000 Zellen analysiert. Die erhaltenen




4.1. HectH9 bindet Miz1 und cMyc in vivo
HectH9 wurde in einem Hefe-Zwei-Hybrid Versuch als Interaktionspartner von
Miz1 gefunden (Dissertation Rudolph Beier). Deshalb wurde mittels endogener
Koimmunpräzipitation überprüft, ob diese Interaktion auch in Säugerzellen nach-
weisbar ist. Hierzu wurden exponentiell wachsende HeLa Zellen geerntet, Protein-
Lysate erstellt, und diese mit an Protein G-Sepharose gekoppelten HectH9- oder
Kontrollantikörpern inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die prä-
zipitierten Proteine eluiert und mittels Immunblot für HectH9, Miz1 und cMyc
analysiert. In der anti HectH9 Immunpräzipitation (Abbildung 4.1, Spur 2) sind
HectH9, Miz1 und cMyc zu detektieren (Abbildung 4.1, Spur 1). Im Gegensatz
hierzu ist in der Kontrollimmunpräzipitation kein Signal erkennbar. Dies bedeu-
tet, dass HectH9 endogen spezifisch mit Miz1 und cMyc interagiert.
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Abb. 4.1.: Endogene Koimmunpräzipitation von Miz1 und cMyc durch
HectH9
Aus HeLa Zellen wurden Protein Lysate erstellt. Jeweils 1mg Lysat
wurde mit an Protein G-Sepharose gekoppelten anti HectH9- oder Kon-
trollantikörpern inkubiert, gewaschen, eluiert und im Immunblot ana-
lysiert.
4.2. HectH9 ubiquitiniert cMyc in vivo
HectH9 zeigt Sequenzhomologien mit E3 Ubiquitin Ligasen der HECT Fami-
lie. Deshalb wurde untersucht, ob HectH9 Miz1 oder cMyc ubiquitinieren kann.
Da HectH9 in voller Länge nur ineffizient überexprimiert werden konnte, wurde
HectH9∆N (siehe Material Abschnitt 2.7) für dieses und die weiteren Experimen-
te eingesetzt. Ubiquitinierung von Miz1 durch HectH9 konnte nicht nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Um eine Ubiquitinierung von cMyc nachzuweisen, wur-
den HeLa Zellen mit cMyc, His markiertem Ubiquitin und ansteigenden Men-
gen von HectH9 transfiziert. Nach 26 Stunden wurden Lysate erstellt und diese
mit Kobalt-Agarose aufgereinigt. Nach drei Waschschritten wurden die Proben
eluiert und im Immunblot analysiert (Abbildung 4.2). Wird ein Protein polyubi-
quitiniert, wird dessen Molekulargewicht erhöht und nicht mehr als einzelne, son-
dern als nach oben verschobene Banden im Immunblot detektiert. Eine Erhöhung
von HectH9 hat eine verstärkte Ubiquitinierung von cMyc zur Folge: Während
in Spur 1 von Abbildung 4.2 nur schwache Ubiquitinierung nachgewiesen wird,
steigt diese dosisabhängig mit der Erhöhung der HectH9 Menge an (Abbildung
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4.2, Spur 2 und 3). Wird eine Ubiquitin Punktmutante eingesetzt, welche nicht
mehr über Lysin 48 verknüpft werden kann (Ubiquitin K48R), verhindert dies
die Ubiquitinierung nicht (Abbildung 4.2, Spur 5 und 6 im Vergleich zu Spur 4).
Dies zeigt, dass HectH9 cMyc ubiquitinieren kann. Diese Polyubiquitinierung von
cMyc ist jedoch nicht exklusiv über Lysin 48 verknüpft, da die Mutation von K48
die Ubiquitinierung nicht verhindert.
Abb. 4.2.: HectH9 ubiquitiniert cMyc in vivo
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. Die
Lysate wurden mit Kobalt-Agarose inkubiert, gewaschen, eluiert und
im Immunblot analysiert.
4.3. Die HectH9 Ziellysine des cMyc Proteins sind
konserviert
Durch vorangegangene Experimente konnte die Region des cMyc Proteins, welche
durch HectH9 modifiziert wird, eingegrenzt werden. Da Ubiquitin innerhalb eines
Proteins nur über Lysine verknüpft werden kann, wurden die sechs in der Zielre-
gion vorkommenden Lysine (K298, K317, K323, K326, K341, K355) in cMyc zu
Argininen punktmutiert. Dieses cMyc Konstrukt (Myc KR6) kann nicht mehr von
HectH9 ubiquitiniert werden, liegt aber wie wildtyp Myc im Zellkern vor (Dok-
torarbeit Rudolph Bayer). Um zu überprüfen, ob die von HectH9 modifizierten
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Lysine Spezies übergreifend konserviert sind, wurde eine multiple Sequenzanaly-
se durchgeführt. cMyc Sequenzen verschiedener Spezies wurden mit Hilfe eines
ClustalW-Algorithmus auf Basenhomologie hin überprüft. Hierfür wurde die hu-
mane Proteinsequenz mit 23 weiteren Myc Orthologen verglichen. Das Ergebnis
für die Region um die sechs in der KR6 Mutante veränderten Aminosäuren ist in
Abbildung 4.3 dargestellt.
Abb. 4.3.: Die von HectH9 ubiquitinierten Lysine des cMyc Proteins sind
konserviert
Gezeigt ist ein Ausschnitt einer multiplen Alignment-Analyse verschie-
dener cMyc -Protein-Sequenzen. Die Sequenzen wurden über die gesam-
te Länge auf Homologie hin überprüft. Die Lysine, die in mindestens
45% aller Sequenzen vorkommen, wurden grün hinterlegt.
Die Lysine 298, 323 und 341 sind in allen untersuchten cMyc Varianten vorhanden.
Auch die anderen Lysine sind in mindestens 45% aller analysierten Sequenzen
konserviert. Diese speziesübergreifende Konserviertheit weist auf eine wichtige
Funktion dieser Lysine hin.
4.4. Genauere Identifizierung der Ziellysine von HectH9 im
cMyc Onkoprotein
Rudolf Beier konnte die von HectH9 ubiquitinierten Lysine im cMyc Onkoprotein
auf sechs eingrenzen. Um eine genauere Charakterisierung der Ziellysine vorzu-
nehmen, wurden weitere Punktmutanten von cMyc erstellt. Da Lysin 298, Lysin
323 und Lysin 341 in allen untersuchten cMyc - Spezies konserviert sind (siehe
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Abbildung 4.3) wurden diese genauer untersucht. Lysin 323 liegt in der NLS Re-
gion von cMyc, was eine mögliche HectH9 unabhängige Konservierung erklärt.
Um zu überprüfen, ob Lysin 298 und 341 notwendig für die HectH9 abhängige
Ubiquitinierung von cMyc sind, wurden diese in Myc KR6 rekonstituiert und
dadurch die Mutanten Myc KR5 K298 und Myc KR5 K341 erstellt.
Abb. 4.4.: Erstellte cMyc Punktmutanten
Gezeigt sind die erstellten cMyc Mutanten (Myc KR5 K298 und Myc
KR5 K341) im Vergleich zu wildtyp Myc und die jeweils in der HectH9




Abb. 4.5.: cMyc wird von HectH9 an Lysin 298 ubiquitiniert
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. Die
Lysate wurden mit Kobalt-Agarose inkubiert, gewaschen, eluiert und
im Immunblot analysiert.
Diese cMyc Mutanten wurden mit HectH9 und His-Ubiquitin in HeLa Zellen
kotransfiziert und mit einem in vivo Ubiquitinierungs-Assay analysiert. Myc wird
spezifisch von HectH9 ubiquitiniert (Abbildung 4.5, Spur 1). Wird HectH9 nicht
kotransfiziert, nimmt die Ubiquitinierung stark ab (Abbildung 4.5, Spur 2). Myc
KR5 K298 wird ebenso effizient von HectH9 ubiquitiniert wie wildtyp Myc (Abbil-
dung 4.5, Spur 1, Spur 3). Die HectH9 abhängige Ubiquitinierung von Myc KR5
K341 ist hingegen stark reduziert (Abbildung 4.5, Spur 5). Im Vergleich zu wild-
typ Myc wird es trotz Kotransfektion von HectH9 nur unwesentlich ubiquitiniert.
Dies bedeutet, dass Lysin 298 ausreichend ist, um eine effiziente Ubiquitinierung
von cMyc durch HectH9 zu ermöglichen.
54
4. Ergebnisse
4.5. Die HectH9 abhängige Ubiquitinierung von cMyc
beschleunigt dessen Abbau nicht
HectH9 bindet cMyc als Substrat und ubiquitiniert es (Abbildung 4.1 und 4.2).
Dabei erfolgt die Verknüpfung innerhalb der Ubiquitinkette nicht ausschließlich
über Lysin 48 (Abbildung 4.2) sondern über Lysin 63 (Doktorarbeit Sovana Adhi-
kary). Degradative Polyubiquitinierung wird in der Regel über Lysin 48 verknüpft.
Um zu überprüfen, ob die HectH9 abhängige Ubiquitinierung von cMyc trotzdem
ein Degradationssignal ist, wurde ein so genannter Cycloheximid Versuch durch-
geführt. NIH 3T3 Zellen wurden mit wildtyp Myc oder Myc KR6 infiziert und
selektioniert. Nach Zugabe von 50 µg /ml Cycloheximid, einem Proteinsynthese
Inhibitor, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Zellen geerntet, lysiert und nach




Abb. 4.6.: Wildtyp Myc und Myc KR6 unterscheiden sich nicht in ihrer
Abbaugeschwindigkeit
Oben: NIH 3T3 Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten
transfiziert. Die Zellen wurden für die angegebene Zeit mit einer End-
konzentration von 50 µg /ml Cycloheximid inkubiert, geerntet, lysiert
und im Immunblot analysiert.
Unten: Quantifizierung des Blots, normalisiert auf Cdk2
Wie erwartet nimmt die cMyc Proteinmenge während des Versuchs ab, da Cyclo-
heximid die Neusynthese von Proteinen verhindert, cMyc aber weiterhin proteo-
lytisch abgebaut wird. Wildtyp Myc und Myc KR6 werden mit gleicher Kinetik
abgebaut (Abbildung 4.6 unten). Die Abwesenheit der HectH9 Ziellysine hat dem-
nach keinen Einfluss auf die Degradation des cMyc Onkoproteins. Zusammen mit
dem Befund, dass es sich nicht um Lysin 48 verknüpfte Ubiquitinierung handelt
(Abbildung 4.2), zeigen die Daten, dass HectH9 cMyc nicht degradativ ubiquiti-
niert, sondern die Modifikation eine andere Funktion hat.
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4.6. Myc KR6 induziert weder Apoptose noch Zellzyklus
Progression
Ubiquitinierung kann neben Proteinabbau auch Proteinaktivität beeinflussen
(Einleitung 1.6). In durch Serumreduktion arretierten NIH 3T3 Fibroblasten in-
duziert wildtyp Myc Zellzyklus Progression und Apoptose. Um zu überprüfen,
ob die Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 hierbei eine Rolle spielt, wur-
den NIH 3T3 Zellen mit wildtyp Myc, Myc KR6 oder einem Leervektor infiziert.
Nach Selektion wurden die Zellen in 0,1% Serum für 36 Stunden gehungert und
anschließend fixiert, die DNA mit Propidiumiodid angefärbt und durchflusszy-
tometrisch analysiert (Abbildung 4.7). Die Zellzyklusprofile wurden quantifiziert
und auf die Leervektor infizierten Zellen normiert. Mit wildtyp Myc infizierte Zel-
len zeigen im Vergleich zur Kontrolle eine größere Zellpopulation in der S- und G2
Phase, sowie eine Reduktion der Zellen in der G1 Phase. cMyc induzierte Apopto-
se ist in einer erhöhten Sub G1 Population ebenfalls festzustellen (Abbildung 4.7).
Myc KR6 infizierte Zellen unterscheiden sich von wildtyp Myc infizierten Zellen.
Sie zeigen weder vermehrt Zellen in S- und G2 Phase noch eine SubG1 Popula-
tion, sondern verhalten sich vergleichbar zu Kontrollzellen (Abbildung 4.7). Dem
zu Folge ist die HectH9 bedingte Ubiquitinierung für die Zellzyklus regulierenden
Eigenschaften von cMyc nötig.
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Abb. 4.7.: wildtyp Myc und Myc KR6 infizierte Zellen unterscheiden sich
im Zellzyklus Profil
NIH 3T3 Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten infiziert,
selektioniert, mit 0,1% FCS Medium gehungert, geerntet und im FACS
analysiert. Dargestellt ist der jeweilige Unterschied zu Kontrollzellen.
Die hervorgehobenen Gene sind bekannte Myc Zielgene.
4.7. Myc KR6 induziert bekannte cMyc Zielgene nicht
mehr
Um die Auswirkung der HectH9 abhängigen Ubiquitinierung von cMyc zu identi-
fizieren, wurden die Genexpressionsmuster von Zellen, die mit wildtyp Myc oder
Myc KR6 infiziert wurden, verglichen. NIH-3T3 Zellen wurden mit Retroviren,
die entweder für wildtyp Myc, Myc KR6 oder einen Kontrollvektor kodieren, in-
fiziert und selektioniert. Anschließend wurden die Zellen in 0,1% FCS haltigem
Medium gehungert, um die Expression von endogenem cMyc zu verhindern. Nach
48 Stunden wurden die Zellen geerntet und RNA isoliert. Diese wurde mit ver-
schiedenfarbigen Fluorochromen markiert, in cDNA umgeschrieben und jeweils
gegen Kontroll-cDNA (Kontrollinfizierte NIH-3T3 Zellen) auf einen 11,5k cDNA
„Array“ hybridisiert. Um die „Microarrays“ auszuwerten, wurden zuerst mit Hilfe
einer öffentlichen Datenbank (www.Myccancergene.org) Zielgene von cMyc be-
stimmt. Von diesen waren 510 dem „Array“ vorhanden. Die Aktivierung dieser
Gene von wildtyp Myc und Myc KR6 wurde anschließend in Abbildung 4.8 ver-
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glichen: Gene, die von wildtyp Myc und Myc KR6 in gleichem Maße induziert
werden, befinden sich auf der 45° Linie. Viele cMyc Zielgene erscheinen in der Auf-
tragung nach rechts unten verschoben. Das bedeutet, dass diese von Myc KR6
schwächer induziert werden als von wildtyp Myc.
Abb. 4.8.: Myc KR6 infizierte Zellen induzieren bekannte cMyc Zielgene
schwächer als wildtyp Myc
NIH 3T3 Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten infiziert,
selektioniert und mRNA isoliert. Anschließend wurde sie in cDNA um-
geschrieben, markiert und auf einen 11,5k „Microarray“ hybridisiert.
Gezeigt sind die Expressionsdaten der 100 am stärksten durch wildtyp
Myc induzierten Gene auf der X Achse, gegen deren Induktion durch
MycKR6, jeweils im Verhältnis zu Kontrollzellen. Die hervorgehobenen
Gene sind bekannte Myc Zielgene.
Um auszuschließen, dass es sich hierbei um ein Hybridisierungsartefakt handelt,
wurden einige der deregulierten Gene durch eine unabhängige Methode verifiziert
(Abbildung 4.9). Hierfür wurde RNA des „Microrray“ Experiments in cDNA um-




Abb. 4.9.: Myc KR6 infizierte Zellen induzieren bekannte Zielgene
schwächer als wildtyp Myc
Validierung einiger Zielgene aus Abbildung 4.8 mittels qRT-PCR.
Die Gene ptma und rbb2 werden von beiden cMyc Spezies induziert. Ccnb1,
ccna2, mthfd2 und hmox1 werden hingegen nur von wildtyp Myc aktiviert. Myc
KR6 zeigt nur eine geringe Induktion der jeweiligen mRNA. Zusammengenommen
zeigen diese Daten, dass Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 die Aktivierung
von cMyc Zielgenen beeinflusst. Da die cMyc abhängige Repression von Zielgenen
sich im „Microarray“ zwischen wildtyp Myc und Myc KR6 nicht unterscheidet,
legt dies nahe, dass die HectH9 abhängige Ubiquitinierung keinen Einfluss auf die
cMyc vermittelte Repression hat.
4.8. P300 bindet Myc KR6 schwächer als wildtyp Myc
Myc reguliert Promotoren durch Rekrutierung von aktivierenden Faktoren wie
zum Beispiel der Histonacetyltransferase p300. Eine Ursache für die fehlende
Transaktivierung von Myc KR6 könnte eine schwächere Rekrutierung von Koak-
tivatoren auf E-Boxen sein. Mehrere solcher Koaktivatoren wurden beschrieben
(Abbildung 1.1). Die meisten binden cMyc aminoterminal und nicht in der Regi-
on der Ziellysine von HectH9. P300 hingegen assoziiert in direkter Nachbarschaft
dieser in Myc KR6 mutierten Lysine (Vervoorts u. a. (2003)). Deshalb wurde mit-
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tels Koimmunpräzipitation untersucht, ob wildtyp Myc p300 HectH9 abhängig
bindet. Hierzu wurden Zellen mit p300-HA, einer der beiden cMyc Konstrukte,
mit und ohne HectH9 transfiziert. Die Proteinlysate wurden mit Protein-G Se-
pharose gekoppelten anti HA- oder Kontrollantikörpern immunpräzipitiert und
anschließend ein Immunblot gegen cMyc durchgeführt (Abbildung 4.10).
Abb. 4.10.: Koimmunpräzipitation von cMyc durch p300
Aus HeLa Zellen wurden mit den jeweiligen Konstrukten transfiziert
und Protein Lysate erstellt. 250µg Lysat wurde mit an Protein G-
Sepharose gekoppelten anti p300- oder Kontrollantikörpern inkubiert,
gewaschen, eluiert und im Immunblot analysiert.
P300 assoziiert nur in Gegenwart von HectH9 an wildtyp Myc (Abbildung 4.10,
Spur 1 und 2). Myc KR6 wird im Vergleich zu wildtyp Myc schwächer gebunden
(Abbildung 4.10, Spur 1 und 3). Die HectH9 abhängige Ubiquitinierung von cMyc
ist dem zu Folge für die effiziente Rekrutierung von p300 notwendig.
4.9. Myc KR6 rekrutiert kein p300 auf den Nukleolin
Promotor
cMyc rekrutiert p300 an Promotoren, um diese zu aktivieren. Da Myc KR6 schwä-
chere Affinität zu p300 aufweist wurde mittels Chromatin Immunpräzipitation
(ChIP) überprüft, ob die beiden cMyc Spezies p300 auf den Nukleolin Promotor
rekrutieren können. Hierzu wurden Estrogen Fusionskonstrukte (wildtyp Myc-ER
und Myc KR6-ER) kloniert. Diese liegen inaktiv an HSP90 gebunden in der Zelle
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vor. Zugabe von 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) induziert eine Konformationsän-
derung des Fusionsproteins, welche die Dissoziation von HSP90 zur Folge hat. Das
ungebundene Protein funktioniert nun vergleichbar mit konventionell überexpri-
mierten Konstrukten. NIH-3T3 Zellen wurden mit wildtyp Myc-ER oder Myc
KR6-ER infiziert, selektioniert und zusätzlich mit HA markiertem p300 trans-
fiziert. Nach Induktion mit 4-OHT wurden gemischte Zellpopulationen der je-
weiligen cMyc Spezies geerntet, fixiert und sonifiziert. Anschließend wurde das
Chromatin mit Kontroll-, anti ER- oder anti HA-Antikörpern präzipitiert, gewa-
schen, eluiert und mittels qRT-PCR analysiert (Abbildung 4.11).
Abb. 4.11.: Myc KR6-ER rekrutiert nach Induktion kein p300 auf Chro-
matin
NIH-3T3 Zellen wurden mit wildtyp Myc-ER und Myc KR6-ER Vi-
ren infiziert, selektioniert und mit HA markiertem p300 transfiziert.
Anschließend wurden jeweils unbehandelte und mit 4-OHT induzier-
te Zellpools der jeweiligen cMyc Spezies geerntet und fixiert. Nach
Sonifizierung wurde das Chromatin mit Kontroll-, anti ER- oder an-
ti HA-Antikörpern präzipitiert, gewaschen, eluiert und mittels qRT-
PCR analysiert.
Nach Induktion durch 4-OHT binden wildtyp Myc und Myc KR6 mit gleicher
Effizienz an den Nukleolin Promoter. Während wildtyp Myc p300 nach 4-OHT
Behandlung rekrutieren kann, zeigt sich nach Induktion von Myc KR6 keine er-
höhte Bindung von p300. HectH9 anhängige Ubiquitinierung ist also für cMyc
abhängige effiziente Rekrutierung von p300 auf Nukleolin E-Boxen notwendig.
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4.10. HectH9 ist für cMyc abhängige Transaktivierung
notwendig
Myc KR6 induziert Zielgene schwächer als wildtyp Myc (Abbildung 4.8). HectH9
kann Myc KR6 nicht mehr ubiquitinieren. Um zu überprüfen, ob die fehlende
Ubiquitinierung die Ursache für die Verminderung der Zielgeninduktion ist, wur-
den U2OS Zellen, die stabil Myc-ER exprimieren, mit HectH9- oder Kontroll-
shRNAs infiziert. Die Funktionalität der erstellten shRNAs wurde im Immunblot
überprüft (Abbildung 4.12). Für die „Array“ Analyse wurden die Zellen mit shR-
NA1 infiziert, da diese den effizientesten „knockdown“ erziehlte. Nach 36 Stunden
wurde durch Zugabe von 4-OHT cMyc induziert. Kontrollzellen wurden mit DM-
SO behandelt. Nach weiteren 6 Stunden wurde von allen Zellen RNA isoliert.
Proben von cMyc induzierten Zellen wurden mit Cy3, kontrollbehandelte Proben
mit Cy5 markiert und auf den selben „Array“ hybridisiert. Nach Auswertung der
Daten wurden bekannte cMyc Zielgene nach cMyc Induktion in Kontroll- und
HectH9-shRNA Zellen in Abbildung 4.12 gegeneinander aufgetragen. Gene, die
durch eine Reduktion von HectH9 nicht beeinflusst werden, befinden sich auf der
45° Linie. Viele cMyc Zielgene erscheinen in der Auftragung nach rechts unten
verschoben. Diese werden nach Herabregulation von HectH9 schwächer induziert.




Abb. 4.12.: shHectH9 transfizierte Zellen induzieren bekannte cMyc
Zielgene schwächer als Kontrollzellen
A: Analyse der HectH9 Mengen nach Transfektion von verschiedenen
HectH9 shRNAs in U2OS Myc-ER Zellen. B: „Microarray“ Analyse:
U2OS Myc-ER Zellen wurden mit shRNA1 transfiziert, induziert und
nach 6 Stunden geerntet und mRNA isoliert. Anschließend wurden die
Proben in cDNA umgeschrieben, markiert und auf 11,5k „Microarrays“
hybridisiert. Nach Normierung der induzierten Proben gegen unindu-
zierte Proben wurden kontrolltransfizierte Zielgene gegen shHectH9
transfizierte Gene aufgetragen. Die hervorgehobenen Gene sind be-
kannte Myc Zielgene.
Da die Myc KR6 Daten aus Abbildung 4.8 in murinen NIH-3T3 Zellen, die shRNA
HectH9 Daten aber aus humanen U2OS stammen, wurden für die jeweilige Aus-
wertung verschiedene, für die Spezies spezifische „Microarrays“ verwendet. Des-
halb lassen sich aufgrund von unterschiedlichen Gensets die beiden Ergebnisse
nicht komplett vergleichen. Analysiert man aber bekannte Myc-Zielgene, die in
beiden Experimenten untersucht wurden, wird eine Übereinstimmung deutlich
(Abbildung 4.13). Gene, deren Aktivierung durch die Mutationen in Myc KR6
im Vergleich zu wildtyp Myc nicht mehr effizient transkribiert werden, zeigen
auch eine reduzierte Aktivierung nach „knockdown“ von HectH9.
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Abb. 4.13.: Expressionsdaten von cMyc Zielgenen aus beiden „Microar-
ray“ Experimenten
Vergleich der in den „Microarrays“ gemessenen Expressionswerte von
bekannten cMyc Zielgenen. Gezeigt ist die x-fache Induktion der Ziel-




Als weiterer Schwerpunkt wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht ob
HectH9 zusammen mit dem Interaktionspartner Miz1 eine Rolle in der DNA
Schadensantwort spielt.
4.11. Miz1 überexprimierende Zellen zeigen Anzeichen von
DNA Schaden
Es konnte bereits gezeigt werden das Miz1 von der Proteinkinase AKT an Serin
428 phosphoryliert werden kann (Wanzel u. a., 2004). Als Folge dieser Phospho-
rylierung kann Miz1 nicht mehr an DNA binden. Die Mutante Miz1S428A, die
nicht mehr von AKT phosphoryliert wird, bleibt aktiv im Kern. Damit überein-
stimmend zeigen LS174T Zellen, in denen MizS428A stabil überexprimiert wird
erhöhte Mengen von p21, einem Zielgen von Miz1 (Steffi Herold, persönliche Mit-
teilung). Diese Erhöhung von p21 hat durch die Inaktivierung von Zyklin-CDK2
Komplexen einen verlangsamten Zellzyklus zur Folge. Exponiert man diese Zellen
einer niedrigen Dosis UV-B Strahlung, arretieren sie permanent in G1 und G2
Phase, während Kontrollzellen ohne aktives Miz1 nach 24 Stunden wieder eine
normale Zellzyklusverteilung aufweisen. Reduktion der endogenen p21 Mengen
durch shRNA Mengen retteten diesen Effekt nur partiell (Herold u. a., 2008).
Dem zu Folge kann Miz1 den Zellzyklus auch p21 unabhängig arretieren. Es ist
bekannt, dass Miz1 mit TopBP1 interagiert (Herold u. a., 2002). TopBP1 aktiviert
ATR, ein Schlüsselenzym in der DNA Schaden Reparatur Kaskade. Aktives ATR
arretiert Zellen in der S und G2 Phase (Abraham, 2001). Um zu überprüfen, ob
Miz1 hierbei eine Rolle spielt, untersuchte Steffi Herold die Proteinmengen von
TopBP1 und ATR. Da aktiviertes ATR p53 und Chk1 phosphoryliert, wurden
p53, Chk1, phospho-p53 und phospho-Chk1 ebenfalls analysiert.
TopBP1 akkumuliert in LS174T/Miz1S428A Zellen sowohl vor als auch nach
UV-B Bestrahlung im Vergleich zu Kontrollzellen. Übereinstimmend hiermit
sind ATR Mengen ebenfalls erhöht. Daraus resultiert die stärkere Phosphory-
lierung von Chk1 und p53. Diese Modifikationen sind sogar in unbestrahlten
LS174T/Miz1S428A Zellen zu beobachten.
Das heißt, dass Miz1 TopBP1 und ATR beeinflussen kann, um so die DNA Scha-
densantwort zu modulieren und p21 unabhängig den Zellzyklus arretieren kann.
Steffi Herold zeigte ausserdem, dass die Überexpression von Miz1 die Halbwerts-
zeit von TopBP1 und ATR im Cyclohexmid Experimenten erhöht. Diese Ergeb-
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nisse lassen auf eine E3 Ligase schließen, deren Aktivität durch Miz1 gehemmt
wird.
4.12. HectH9 ubiquitiniert TopBP1 in vivo
In LS174T Zellen werden ATR und TopBP1 proteolytisch abgebaut. Die Über-
expression von Miz1S428A stabilisiert beide Proteine im Cycloheximid Experi-
ment (Steffi Herold, persönliche Mitteilung). Es war bekannt, dass Miz1 an die
E3 Ligase HectH9 bindet und diese inaktiviert (Dissertation Sovana Adhikary).
Deshalb wurde überprüft, ob HectH9 für den Abbau von TopBP1 verantwort-
lich ist. Dafür wurden HeLa Zellen mit TopBP1, HectH9, HA-Ubiquitin und mit
Miz1 bzw. Kontrollvektor transfiziert. Als Negativkontrolle wurde HectH9CS ein-
gesetzt. Diese HectH9 Mutante ist durch eine Punktmutation katalytisch inak-
tiv (Adhikary u. a., 2005). 36 Stunden nach Transfektion wurde durch Zugabe
von MG132, einem Proteasominhibitor, die Degradation ubiquitinierter Protei-
ne verhindert. 9 Stunden später wurden die Zellen geerntet, lysiert und mit anti
HA-Sepharose inkubiert. Anschließend wurden die an die Sepharose gebunde-
nen Proteine gewaschen, eluiert und nach gelelektrophoretischer Auftrennung die
TopBP1 Proteinmengen analysiert (Abbildung 4.14).
Die Koexpression von TopBP1 und HectH9 führt zu einer effizienten Ubiquitinie-
rung von TopBP1. Erhöhung der HectH9 Expression hat eine stärkere Ubiquiti-
nierung zur Folge (Abbildung 4.14, Spur 2 und 3). Diese wird durch Koexpression
von Miz1 inhibiert (Abbildung 4.14, Spur 4). Die katalytisch inaktive Mutante
HectH9CS induzierte keine Ubiquitinierung von TopBP1 (Abbildung 4.14, Spur
5). Dies lässt auf eine direkte Ubiquitinierung von TopBP1 durch HectH9 schlie-
ßen. Direkte Ubiquitinierung von ATR durch HectH9 konnte nicht nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Die von Steffi Herold gezeigten stabilisierenden Effekte
von Miz1 auf ATR sind daher vermutlich nicht direkt.
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Abb. 4.14.: HectH9 ubiquitiniert TopBP1 in vivo
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten und HA-
Ubiquitin transfiziert. Die Lysate wurden mit anti HA-Sepharose in-
kubiert, gewaschen, eluiert und im Immunblot analysiert.
4.13. HectH9 degradiert TopBP1 nach UV-Bestrahlung
HectH9 ubiquitiniert TopBP1 in vivo (Abbildung 4.14). Um zu überprüfen ob dies
eine verstärkte Degradation zur Folge hat und in welchem Kontext der Abbau von
TopBP1 durch HectH9 eine Rolle spielt, wurden HectH9 und TopBP1 transient in
HeLa Zellen transfiziert. Anschließend wurde ein Teil der Zellen für 15 Sekunden
mit UV-B bestrahlt. Eine Stunde später wurde die Neusynthese von Proteinen
durch Zugabe von 100µg /ml Cycloheximid gehemmt. Nach den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, Proteinlysate erstellt und die TopBP1
und Cdk2 Mengen bestimmt (Abbildung 4.15).
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Abb. 4.15.: HectH9 erhöht die Abbaugeschwindigkeit von TopBP1 nach
UV-B Bestrahlung
A-D: HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfi-
ziert. 1 Stunde nach einer 15 sekündigen UV-B Bestrahlung wurden
die Zellen mit 100 µg /ml Cycloheximid behandelt und zu den ange-
gebenen Zeitpunkten geerntet, lysiert und im Immunblot analysiert.
E: Quantifizierung von A-D, normalisiert auf Cdk2
Ohne vorherige Bestrahlung der Zellen wird die TopBP1 Menge über die Zeit
kaum reduziert (Abbildung 4.15 A). Koexpression von HectH9 hat hierauf keinen
Einfluss (Abbildung 4.15 B). Durch UV Bestrahlung wird die TopBP1 Menge
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ebenfalls nur leicht verringert (Abbildung 4.15 C). Im Vergleich hierzu reduziert
die Überexpression von HectH9 und anschließende UV-B Exposition die TopBP1
Proteinmenge stark und wesentlich früher (Abbildung 4.15 D). Diese Effekte wur-
den durch das Programm „imageJ“ quantifiziert und in Abbildung 4.15 E darge-
stellt. Die Quantifizierung verdeutlicht, dass Überexpression von HectH9 die UV
abhängige Degradation von TopBP1 stark erhöht.
4.14. TopBP1 S1159A wird stärker ubiquitiniert
Wie in Abbildung 4.14 gezeigt reduziert die Expression von Miz1 die HectH9 ab-
hängige Ubiquitinierung von TopBP1. Außerdem ist bekannt, dass TopBP1 nach
UV-B Bestrahlung schwächer an Miz1 bindet (Herold u. a., 2002). Damit über-
einstimmend wird TopBP1 nur nach UV-B Bestrahlung von HectH9 degradiert
(Abbildung 4.15). Um den Einfluss von Miz1 auf den Abbau von TopBP1 weiter
zu untersuchen, wurde eine TopBP1 Punktmutante (TopBP1 S1159A), die nicht
mehr an Miz1 binden kann (Liu u. a., 2006) in einen in vivo Ubiquitinierungsex-
periment analysiert (Abbildung 4.16).
Abb. 4.16.: HectH9 ubiquitiniert TopBP1 S1159A effizienter als wildtyp
TopBP1
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten und His-
Ubiquitin transfiziert. Die Lysate wurden mit Kobalt-Agarose inku-
biert, gewaschen, eluiert und im Immunblot analysiert.
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Dafür wurden HeLa Zellen mit His-Ubiquitin, aufsteigenden Mengen HectH9
und entweder wildtyp TopBP1 oder TopBP1 S1159A transfiziert. Nach 36
Stunden wurden diese für 9 Stunden mit MG132 inkubiert, geerntet und im
„Ubiquitinierungs-Assay“ analysiert. Wie in Abbildung 4.16 gezeigt wird, führen
zunehmende Mengen von HectH9 zu einer erhöhten Ubiquitinierung von TopBP1
S1159A. Dieser Effekt ist in mit wildtyp TopBP1 transfizierten Zellen wesentlich
schwächer ausgeprägt. Das lässt darauf schließen, dass die Bindung von endoge-
nem Miz1 an TopBP1 dessen Ubiquitinierung beeinträchtigt.
4.15. TopBP1 S1159A wird ohne UV induzierten DNA
Schaden abgebaut
TopBP1 wird in vivo nur dann von HectH9 degradiert, wenn vorher UV-B Scha-
den erzeugt wurde (Abbildung 4.15). Da bekannt ist, dass UV-B Strahlung die
Bindung von Miz1 an TopBP1 reduziert (Herold u. a., 2002), wurde überprüft,
ob TopBP1 S1159A im Cycloheximid Versuch im Gegensatz zu wildtyp TopBP1
auch ohne DNA Schädigung degradiert wird. Da endogenes TopBP1 den Versuch
verfälschen könnte wurde FLAG markiertes TopBP1 überexprimiert und detek-
tiert. 36 Stunden nach transienter Transfektion von HectH9 und wildtyp FLAG-
TopBP1 oder FLAG-TopBP1 S1159A in HeLa Zellen wurde die Neusynthese von
Proteinen durch Cycloheximid Zugabe gehemmt. Nach den angegebenen Zeit-
punkten wurden die Zellen geerntet, Proteinlysate erstellt und die FLAG-TopBP1
und Cdk2 Mengen bestimmt (Abbildung 4.15).
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Abb. 4.17.: HectH9 degradiert TopBP1 S1159A ohne UV Bestrahlung
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert
mit 100 µg /ml Cycloheximid versetzt und zu den angegebenen Zeit-
punkten geerntet, lysiert und im Immunblot analysiert.
Wildtyp TopBP1 wird über die gesamte Dauer des Experiments nicht signifikant
degradiert (Abbildung 4.17 A). Wie in Abbildung 4.15 beeinflusst die Koexpres-
sion von HectH9 die wildtyp TopBP1 Menge ohne UV-B Bestrahlung nicht (Ab-
bildung 4.17 B). Im Vergleich dazu nimmt die TopBP1 S1159A Proteinmenge
über die Zeit stark ab, wenn HectH9 ebenfalls transfiziert wurde (Abbildung 4.17
D). Die TopBP1 Mutante weist ohne Kotransfektion von HetH9 keine erhöhte
Degradation auf (Abbildung 4.17 C). Daraus lässt sich schließen, dass HectH9
TopBP1 nur dann abbauen kann, wenn es nicht an Miz1 gebunden ist.
4.16. cMyc verdrängt TopBP1 von Miz1
Sowohl Miz1 als auch HectH9 interagieren mit cMyc (Abbildung 4.1). Um zu
überprüfen, ob cMyc die Affinität von Miz1 zu TopBP1 reduzieren kann wurden
Koimmunpräzipitationen mit und ohne cMyc Überexpression durchgeführt. In
kontrolltransfizierten HeLa Zellen kann in einer Immunpräzipitation gegen Miz1
sowohl endogenes cMyc als auch TopBP1 nachgewiesen werden (Abbildung 4.18,
Spur 3). Wird cMyc kotransfiziert, ist eine Bindung von Miz1 an TopBP1 nicht
mehr nachzuweisen. Nur cMyc ist in der Koimmunpräzipitation zu detektieren.
cMyc verdrängt dem zu Folge TopBP1 von Miz1.
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Abb. 4.18.: Koimmunpräzipititation von TopBP1 und cMyc durch Miz1
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert
und nach 48 Stunden in NP40 Lysepuffer aufgenommen. Lysat wurde
mit an Protein G-Sepharose gekoppelten anti Miz1- oder Kontrollan-
tikörpern inkubiert, gewaschen, eluiert und im Immunblot analysiert.
4.17. Lokalisation von HectH9
HectH9 kann viele zelluläre Prozesse entscheidend beeinflussen. Es erhöht durch
Ubiquitinierung cMyc Aktivität (Abbildung 4.2) und beeinflusst Zellzyklus Ar-
rest durch Degradation von TopBP1 (Abbildung 4.14). Des Weiteren wurden
Mcl1 und p53 als Substrate von HectH9 beschrieben (Zhong u. a., 2005; Chen
u. a., 2005). Um die Regulation dieser Prozessse durch HectH9 besser zu verste-
hen, wurde die HectH9 Proteinsequenz auf bekannte Regulationsmotive in silico
analysiert. Hierfür wurde die Proteinsequenz von humanem HectH9 unter Ver-
wendung der Software „Minimotif Miner1“ und „Scansite4“ mit der Einstellung
„hohe Stringenz“ analysiert (Tabelle 4.1). Die Sequenzanalyse durch „Scansite“
identifizierte mehrere ATM/ATR abhängige Phosphorylierungsstellen. Weitere
wurden von Matsuoka u. a. (2007) und Mu u. a. (2007) beschrieben. Das HectH9
DNA schadensabhängig modifiziert wird, deutet auf eine Regulation durch DNA
Stress hin. Dies liegt nahe, da bereits gezeigt wurde, dass HectH9 TopBP1, ein
Schlüsselprotein der DNA Schadensantwort degradieren kann (Abbildung 4.14).
Eine Möglichkeit, die Aktivität von Proteinen zu regulieren, ist der spezifische
Ex- oder Import in subzelluläre Kompartimente. Die gezielte Kernlokalisation
wird von so genannten NLS („Nuclear localisation signal “) und NES („Nuclear
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export signal“) Motiven bestimmt. Die Motivanalyse von HectH9 identifizierte 11
NES und 3 NLS was auf eine regulierte Lokalisation von HectH9 in der Zelle
hinweist. Da HectH9 wurde sowohl im Nukleus (Diplomarbeit Andreas Hock; Liu
u. a. (2007)) als auch im Zytoplasma nachgewiesen wurde (Doktorarbeit Rudolf
Beier; Federica Marioni, persönliche Mitteilung) erscheint diese Art der spezifi-
schen Regulation als wahrscheinlich.
Motiv Position
NES1 89, 97, 132, 305, 581, 604, 799, 800, 806, 1063, 1066, 1532,
1533, 1535, 1554, 1775, 2225, 3172, 3186, 3449, 3844, 4356
NLS1 2043, 2692, 3742
ATM/ATR- P○ S9273, S23772, S24314, 33773, S35844, S37923, S37972,
S38164, T38222
Tab. 4.1.: Potentielle regulatorische Motive des HectH9 Proteins
Die mRNA von HectH9 (AY772009) wurde translatiert und mit Scansi-
te (hohe Stringenz) auf ATM/ATR Phosphorylierungsstellen analysiert.
Die NLS/NES Analyse wurde mit „Minimotif Miner“ durchgeführt. Zu-
sätzlich wurden die in Mu u. a. (2007) und Matsuoka u. a. (2007) be-
schriebenen Phosphorylierungsstellen eingetragen.
1„Minimotif Miner“ (http://sms.engr.uconn.edu/servlet/SMSSearchServlet)
2Matsuoka u. a. (2007)




4.18. Klonierung verschiedener HectH9 GFP
Fusionsproteine
Die Sequenzanalyse von HectH9 identifizierte mehrere potentielle ATM/ATR
Phosphorylierungsstellen und Lokalisationssignale in HectH9. Außerdem wurde
HectH9 in Studien zur Identifikation von ATM/ATR Substraten nachgewiesen
(Matsuoka u. a., 2007; Mu u. a., 2007). Um die Lokalisation von HectH9 in vi-
vo vor und nach UV Bestrahlung studieren zu können, wurde eine Serie ami-
noterminaler HectH9 Deletionskonstrukte an GFP fusioniert (Abbildung 4.19).
Da diese Fusionsproteine teilweise nicht mehr von den zur Verfügung stehenden
HectH9 Antikörpern detektiert werden, wurde ein carboxyterminaler „HA-tag“
eingefügt, um eine zwischen den Mutanten vergleichbare Detektion im Immun-
blot zu ermöglichen. Die Deletionen wurden so gewählt, das jeweils eine putative
Phosphorylierungsstelle oder das carboxyterminale NLS nicht mehr enthalten ist.
Vergleiche dieser Konstrukte ermöglichen so einen Rückschluss auf den Einfluss
der jeweiligen Motive auf die HectH9 Lokalisation.
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Abb. 4.19.: Schematische Darstellung der erstellten HectH9 Deletions-
konstrukte
Alle Konstrukte sind im gleichen Leserahmen hinter GFP („Green
flourecent Protein“) fusioniert. Vor das carboxyterminale Stop Kodon
von HectH9 wurde ein „HA-tag“ eingefügt, um die Fusionsproteine im
Immunblot detektieren zu können.
4.19. Relokalisation von HectH9 durch DNA-Schaden
Um die Lokalisation der erstellten Konstrukte zu überprüfen, wurden HeLa Zellen
auf Deckgläsern ausplattiert. Da HectH9 eine Rolle in der DNA Schadensantwort
spielt und verschiedene putative DNA schadensabhängige Phosphorylierungsstel-
len gefunden wurden, wurde 36 Stunden nach Transfektion der Konstrukte ein
Teil der Zellen für eine Minute UV-B bestrahlt. Nach weiteren 10 Stunden wur-
den die Deckgläser mit 4 prozentiger Paraformaldehydlösung fixiert und mikro-
skopisch analysiert (Abbildung 4.20).
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Abb. 4.20.: Mikroskopische Aufnahme von GFP-HectH9 transfizierten
Zellen
Die verschiedenen Deletionskonstrukte wurden in HeLa Zellen trans-
fiziert, teilweise mit UV-B Licht bestrahlt, fixiert und mit Hoechst
33258 der Zellkern blau angefärbt.
Außerdem wurden Proteinlysate erstellt, um die relative Expression der HectH9
Deletionskonstrukte zu analysieren (Abbildung 4.21). GFP-HectH9 ist in allen
Proben in vergleichbaren Mengen detektierbar. Die Konstrukte ∆5 bis ∆2 lo-
kalisieren alle sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus. Nach UV Bestrah-
lung tritt etwas mehr Fluoreszenz im Nukleus auf. Das Konstrukt ∆1 ist nur im
Zytoplasma nachzuweisen. Nach UV Bestrahlung ändert sich dessen Lokalisati-
on nicht. Dies deutet auf eine entscheidende Rolle der Phosphorylierungsstellen
S3861 und T3822 hin, da durch ihre Deletion die Relokalisation von HectH9 nach
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DNA Schaden nicht mehr auftritt. Das NLS scheint für die nukleäre Lokalisation
der Fusionsproteine nicht nötig zu sein, da dessen Deletion die Lokalisation von
GFP-HectH9 nicht verändert.
Abb. 4.21.: Expression von GFP-HectH9-HA Deletionskonstrukten
Immunblot der in Abbildung 4.20 gezeigten unbehandelten Zellen.
4.20. Lokalisation von HectH9 Punktmutanten
Wie in Abschnitt 4.20 gezeigt, ist HectH9 ∆2 sowohl im Zytoplasma als auch
im Nukleus zu detektieren. Deletiert man weitere 16AS (HectH9 ∆1), liegt das
Konstrukt nur noch zytoplasmatisch vor. Das bedeutet, dass in dieser Region ein
entscheidendes Motiv für die subzelluläre Lokalisation liegt. In diesen 16 Amino-
säuren befinden sich zwei ATM/ATR Phosphokonsensusmotive. Um zu überprü-
fen, ob diese für die Relokalisation verantwortlich sind, wurde in HectH9 ∆5 Serin
3816 und Tyrosin 3822 zu Alanin mutiert. Dieses Konstrukt ist bis auf die putati-
ven Phosphorylierungsstellen homolog zu HectH9 ∆5, kann aber an Position 3816
und 3822 nicht mehr phosphoryliert werden, da Alanin keine Phosphogruppen ak-
zeptieren kann. Sowohl HectH9 ∆5 wildtyp als auch HectH9 SA TA (HectH9 ∆5
S3816A T3822A) wurden wie in Abschnitt 4.20 beschrieben in HeLa Zellen trans-
fiziert, mit UV-B bestrahlt, anschließend fixiert und die Lokalisation der HectH9
Konstrukte analysiert (Abbildung 4.22).
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Abb. 4.22.: Mikroskopische Aufnahme von GFP-HectH9 transfizierten
Zellen
Die beiden Deletionskonstrukte wurden in HeLa Zellen transfiziert,
mit UV-B Licht bestrahlt, fixiert und mikroskopisch analysiert.
Es wird deutlich, dass HectH9 ∆5 wildtyp nach DNA Schadensinduktion sowohl
im Zytoplasma, als auch nukleär vorliegt. Werden Serin 3816 und Tyrosin 3822
zu Alanin mutiert und können dem zu Folge dort nicht mehr modifiziert wer-
den, ist das Protein nur noch im Zytoplasma nachzuweisen. Dies bedeutet, dass
die Phosphorylierung von HectH9 am Serin 3816 und oder Tyrosin 3822 eine
entscheidende Rolle in der HectH9 ∆5 Lokalisation spielen.
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5.1. Kooperation von HectH9 und cMyc
5.1.1. cMyc wird von HectH9 ubiquitiniert, aber nicht degradiert
Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass cMyc von den E3 Ligasen Fbw7 und
Skp2 ubiquitiniert werden kann. cMyc, welches von Glycogen-Synthase-Kinase 3
(GSK3) an Threonin 58 phosphoryliert wurde (Welcker u. a., 2004; Yada u. a.,
2004) wird von Fbw7 erkannt und abgebaut. Mutationen von T58 wirken stabi-
lisierend und wurden in Lymphomen gefunden (Hemann u. a., 2005). Skp2, die
zweite Ubiquitinligase bindet cMyc an der „Myc-Box II“ (von der Lehr u. a., 2003),
einer konservierten Region im Aminoterminus von cMyc, welche essentiell für die
transformierenden Eigenschaften von cMyc ist (Stone u. a., 1987). Ubiquitinie-
rung von cMyc durch Skp2 ermöglicht cMyc vermutlich, den APIS Komplex zu
rekrutieren. Dieser aus proteasomalen Untereinheiten bestehende Komplex hat
eine degradationsunabhängige, transkriptionell aktivierende Funktion. Skp2 ist
für die Transaktivierung von cMyc essentiell (von der Lehr u. a., 2003) und ist
deshalb in Tumoren häufig überexprimiert.
Die E3 Ligase HectH9 wurde in einem Hefe-Zwei-Hybrid Versuch als Miz1 asso-
ziiertes Protein gefunden. Sie bindet endogen sowohl Miz1 als auch cMyc (Abbil-
dung 4.1). Eine Modifikation von Miz1 durch HectH9 konnte nicht nachgewiesen
werden, cMyc wird jedoch effizient von HectH9 ubiquitiniert (Abbildung 4.2).
Diese Ubiquitinierung wird von Miz1 gehemmt (Adhikary u. a., 2005). Sovana
Adhikary konnte zeigen, dass die Mutante Myc KR6 nicht mehr von HectH9
ubiquitiniert wird. Um zu überprüfen, ob die Ubiquitinierung von HectH9 die
Degradation von cMyc beeinflusst, wurde in einem Cycloheximid Experiment
überprüft, ob sich die Abbaugeschwindigkeiten von Myc KR6 und wildtyp cMyc
unterscheiden. Die Degradationsgeschwindigkeit von wildtyp Myc und Myc KR6
weisen keinen Unterschied auf (Abbildung 4.6). Dem zu Folge trägt die Ubiqui-
tinierung von cMyc durch HectH9 nicht zur Degradation bei. Abgesehen vom
Proteinabbau kann Ubiquitinierung auch die Aktivität von Zielproteinen verän-
dern: Zum Beispiel erhöht die Ubiquitinierung von HIVtat durch Mdm-2 dessen
Transaktivierungsaktivität (Bres u. a., 2003). Auch Met4, ein Faktor der bZIP
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Familie, welcher Gene der Methioninbiosyntese reguliert, wird bei hohen Mengen
von S-Adenosylmethionin durch Ubiquitinierung inaktiviert, aber nicht degradiert
(Flick u. a., 2004). Ursache für diese Inaktivierung ist zumindest teilweise eine re-
duzierte Bindungsfähigkeit von ubiquitiniertem Met4 an Cbf1, einen Koaktivator
vom Met4. Neben der relativ gut studierten Polyubiquitinierung über Lysin 48
wurden noch weitere Polyubiquitinketten beschrieben. Lysin 63 Polyubiquitin ist
im Gegensatz zu klassischer Lysin 48 Polyubiquitinierung kein degradatives Si-
gnal, sondern ist an regulatorischen Prozessen beteiligt: PCNA Ubiquitinierung
durch Lysin 63 verknüpfte Ubiquitinketten aktiviert den fehlerfreien Zweig der
RAD6 -abhängigen DNA Reparatur. PCNA- Monoubiquitinierung scheint dage-
gen den fehlerbehafteten Zweig RAD6 -abhängigen DNA-Reparatur zu aktivieren
(Hoege u. a., 2002). Da HectH9 nicht die Stabilität von cMyc beeinflusst, wurde
überprüft, welche Art der Polyubiquitinierung HectH9 auf cMyc katalysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass Ubiquitin auch dann durch HectH9 an cMyc gebun-
den wird, wenn Lysin 48 mutiert und so eine Polyubiqitinierung über Lysin 48
nicht mehr möglich ist (Abbildung 4.2). HectH9 polyubiquitiniert cMyc dem zu
Folge nicht ausschließlich über Lysin 48. Martin Scheffner konnte in in vitro Ex-
perimenten eine Polyubiquitinierung von cMyc durch HectH9 bestätigen. Er wies
mittels massenspektrometrischer Untersuchung über Lysin 6, 11, 48 und 63 ver-
knüpfte Polyubiquitinketten nach (Adhikary u. a., 2005). Experimente von Sovana
Adhikary zeigten, dass HectH9 in Zellen cMyc nicht mehr ubiquitiniert, wenn im
Ubiquitin Lysin 63 zu Arginin mutiert wurde (Adhikary u. a., 2005). Zusammen
genommen bedeutet dies, dass cMyc von HectH9 ubiquitiniert wird; diese Poly-
ubiquitinierung ist in vivo nicht ausschließlich über Lysin 48, sondern zumindest
zum Teil über Lysin 63 verknüpft, hat keine Verkürzung der Halbwertszeit zur
Folge und ist somit kein Degradationssignal. Im Gegensatz dazu beschreiben Zhao
u. a. (2008) HectH9 als degradierende E3 Ligase für N- und cMyc. Sie konnten
zeigen, dass die Inaktivierung von HectH9 die N-Myc- und in geringerem Um-
fang auch cMyc Mengen erhöht. Dies hat eine S-Phasen Induktion in primären
neuronalen Zellen zur Folge. Überexpression von HectH9 degradiert N-Myc und
beschleunigt die Differenzierung von primären neuronalen Zellen. Im Gegensatz
dazu konnten Adhikary u. a. (2005) zeigen, dass HectH9 in Tumoren und Tu-
morzelllinien oft überexprimiert ist. In mehr als 40% aller untersuchten Brust-
Lungen- und Kolonkarzinomen ist die HectH9 Menge im Vergleich zum Ausgangs-
gewebe erhöht (Abbildung 5.1 A). Im Kolonkarzinom korreliert die Überexpressi-
on von HectH9 mit dem Stadium der Krankheit (Abbildung 5.1 B). Während in
normalen Darmgewebe HectH9 in nur 10% aller Proben schwach nachzuweisen
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ist, sind in 80% aller Adenokarzinome die HectH9 Mengen erhöht. Eine Reduk-
tion von HectH9 führt in Tumorzelllinien nicht zu Zellzyklusprogression, sondern
zu reduziertem Zellwachstum. Wird HectH9 durch siRNAs depletiert, arretieren
sowohl HeLa als auch T47D Zellen (Abbildung 5.1 C). Diese Tumorzelllinien wer-
den durch cMyc siRNA ebenfalls im Wachstum verlangsamt. Ist der Zellzyklus
von HectH9 hingegen unbeeinflusst, hat auch Reduktion von cMyc keinen Effekt
(Abbildung 5.1 C). Obwohl HectH9 in allen primären Zellen N-Myc degradieren
kann (Zhao u. a., 2008), konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit keine Reduktion
der cMyc Mengen durch HectH9 festgestellt werden. Weitere Experimente müs-
sen deshalb klären, wie HectH9 Myc Spezies unter verschiedenen Bedingungen
ubiquitiniert. Denkbar wäre, dass abhängig von Kofaktoren HectH9 von einem
Myc aktivierendem (Ubiquitinierung über K63) zu einem Myc degradierenden
Modus (Ubiquitinierung über K48) umschaltet. Dies könnte durch die Kombina-
tion von Ubiquitin konjugierendem Enzym (UBC) und HectH9 bestimmt werden.
Solch ein Mechanismus wurde für RING und RING artigen U-Box E3 Ligasen
beschrieben (Kim u. a., 2007). Hier dienen die E3 Ligasen vor allem der Substra-
terkennung, während die Ubiquitinierungsreaktion, welche für die Ubiquitiver-
knüpfung verantwortlich ist zwischen E2 und Zielprotein abläuft. Im Gegensatz
dazu sind HECT E3 Ligasen direkt an der Ubiquitinierungsreaktion beteiligt. Es
ist unklar, wie HECT E3 Ligasen an der Spezifität der Polyubiquitinkette betei-
ligt sind. Studien von Rsp5 („Reverses SPT-phenotyp Protein 5“), einer in Hefe
exprimierten Ubiquitin E3 Ligase mit HECT Domäne, haben Strukturelemente
identifiziert, die für die Art der Ubiquitinkette wichtig sind (Kim u. Huibregtse,
2009). Ob diese Daten auch für andere HECT E3 Ligasen gültig sind, müssen
weitere Experimente zeigen.
Unterschiedliche HectH9 Varianten durch alternatives „Splicen“ oder alternative
mRNA Startpunkte könnten ebenfalls die verschiedenen Aktivitäten von HectH9
erklären. In silico Analysen der genomischen Sequenz von HectH9 weisen meh-
rere alternative Startelemente sowie verschiedene putative „Splicevarianten“ auf
(Abbildung 5.2). Auffällig ist hierbei, dass Konstrukt b bis auf 72 Basen dem hier
verwendeten HectH9∆N Konstrukt entspricht und für alle konservierten Domä-
nen von HectH9 kodiert. Auch Immunpräzipitationen weisen auf mehrere Isofor-
men von HectH9 hin: Bei einer Präzipitation gegen HectH9 wird neben dem „full
length“ HectH9 (etwa 500kD) mehrere kleinere Fragmente präzipitiert, die durch
HectH9 Antikörper spezifisch detektiert werden (Abbildung 5.3). Auch Zhao u. a.
(2008) weisen solche möglichen Varianten nach. Diese kürzeren Fragmente haben
teilweise eine vergleichbare Größe wie das hier genutzte HectH9∆N und könnten
82
5. Diskussion
Abb. 5.1.: HectH9 ist in Tumoren und Tumorzellen überexprimiert
A, B: Zusammenfassung eines „Tissue-Microarrays“ aus Adhikary u. a.
(2005)
C: Die Abhängigkeit der Tumorzelllinien von HectH9 und cMyc; redu-
ziert eine siRNA gegen HectH9 das Zellwachstum, so gilt dies auch für
eine siRNA gegen cMyc.
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Abb. 5.2.: Alternative HectH9 mRNAs
Die genomische Sequenz von HectH9 wurde mittels „AceView“ auf mög-
liche alternative Transkripte hin untersucht. Gezeigt sind 26 putative
alternative Transkripte des Genlokus.
Abb. 5.3.: Immunpräzipitationen von endogenem HectH9
Links: HEK 293 Zelllysate wurden mit HectH9- oder unspezifischen
(Maus IgG) Antikörpern präzipitiert und anschließend auf HectH9 hin
analysiert. Rechts: „GST-pulldown“ aus Zhao u. a. (2008) Rekombi-
nante GST-N-Myc Fusionsproteine wurden mit Lysaten von IMR32
Zellen inkubiert, mit Glutathionsepharose aufgereinigt und anschlie-
ßend mit Antikörpern gegen HectH9 im Immunblot analysiert.
somit die verschiedenen Ergebnisse erklären. Über die Regulation des HectH9
Genlokus ist bisher nichts bekannt. Weitere Experimente müssen deshalb zeigen,
inwieweit verschiedene HectH9 Varianten in vivo eine Rolle spielen.
5.1.2. Die von HectH9 ubiquitinierten Lysine des cMyc Proteins sind
konserviert
cMyc wird von HectH9 an Lysinen zwischen Aminosäure 294 und 376 modifi-
ziert (Adhikary u. a., 2005). Um zu überprüfen, ob die von HectH9 modifizierten
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Lysine speziesübergreifend konserviert sind, wurde eine multiple Sequenzanaly-
se durchgeführt. Myc Sequenzen verschiedener Spezies wurden mit Hilfe eines
ClustalW-Algorithmus auf Basenhomologie hin überprüft. Das Ergebnis dieses
Vergleichs ist für die Region um die sechs in der KR6-Mutante veränderten Ami-
nosäuren in Abbildung 4.3 dargestellt. Es ist klar zu erkennen, dass obwohl dieser
Bereich des cMyc Proteins recht variabel ist, die Lysine einen deutlich höheren
Grad an Konserviertheit besitzen als die umliegenden Aminosäuren. Dies deutet
darauf hin, dass diese Lysine unter Selektionsdruck stehen, denn sonst wären sie,
wie die anderen Aminosäuren der Region ebenfalls, durch zufällige Mutationser-
eignisse variiert worden. Da dies nicht der Fall ist, kann angenommen werden,
dass die Modifikation von Myc an diesen Lysinen ein genereller, wichtiger Mecha-
nismus ist. Um die Ziellysine von HectH9 weiter einzugrenzen, wurden weitere
cMyc Lysin Mutanten erstellt. Während Myc KR5 K298 effizient von HectH9
ubiquitiniert wird, zeigt Myc KR5 K341 eine reduzierte Ubiquitinierung durch
HectH9 (Abbildung 4.5). Das heißt, dass HectH9 cMyc primär an Lysin 298 mo-
difiziert. Ob Myc KR5 K298 in vivo wildtyp cMyc substituieren kann, werden
zukünftige Arbeiten zeigen müssen.
5.1.3. Myc KR6 infizierte Zellen arretieren in der G1 Phase des Zellzyklus
cMyc induziert in durch Serumentzug arretierten NIH-3T3 Fibroblasten Zellzy-
klusprogression und Apoptose. Um zu untersuchen ob die Ubiquitinierung durch
HectH9 dies beeinflusst, wurden diese Zellen mit wildtyp Myc oder Myc KR6
infiziert und das Zellzyklusprofil mittels FACS Analyse überprüft. Beide Proben
wurden auf Kontrollzellen normalisiert und anschließend miteinander verglichen.
cMyc infizierte Zellen arretieren im Vergleich zu Kontrollzellen in geringerem
Maße in der G1 Phase und zeigten dagegen vermehrt Zellen in der S- und G2-
Phase (Abbildung 4.7). Außerdem wird wie erwartet Apoptose induziert, welches
durch eine erhöhte Sub G1 Population deutlich wird. Myc KR6 infizierte Zellen
zeigen gegenüber Kontrollzellen weder erhöhte Zellzyklusprogression, noch eine
verstärkte Apoptose (Abbildung 4.7). Zusammengenommen macht dieses Expe-
riment deutlich, dass die Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 in vivo für
die cMyc induzierte Apoptose und Zellzyklusprogression notwendig ist. Auch die
Depletion von HectH9 zeigt vergleichbare Ergebnisse: SiRNAs gegen HectH9 ar-
retieren verschiedene Zelllinien (Abbildung 5.1 C), allerdings nur dann, wenn die
Reduktion von cMyc ebenfalls einen Effekt auf die Zellteilung hat. Zellen, die
cMyc unabhängig wachsen können, werden von HectH9 Depletion ebenfalls nicht




Um zu überprüfen, ob die Änderungen in der FACS Analyse auf Unterschiede
der cMyc abhängigen Transkription zurückzuführen sind, wurden „Microarray“
Analysen von wildtyp Myc-, Myc KR6- und kontrollinfizierten NIH-3T3 Zellen
durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass cMyc im Vergleich zu Kontrollzel-
len Zielgene sowohl aktiviert als auch reprimiert. Myc KR6 hingegen induziert
bekannte cMyc Zielgene schwächer. Dies bestätigt, dass die HectH9 vermittelte
Ubiquitinierung von cMyc essentiell für die Aktivierung von cMyc Zielgenen ist.
Des Weiteren wird hierdurch deutlich, dass die in Myc KR6 eingefügten Muta-
tionen keinen kompletten Funktionsverlust oder Fehllokalisation zur Folge haben,
da Myc KR6 Zielgene vergleichbar zu wildtyp Myc reprimiert. Um die Ergebnisse
der „Microarray“ Analysen zu validieren, wurden qRT-PCRs durchgeführt. Alle
getesteten cMyc Zielgene die im „Microarray“ differentiell reguliert waren, zeigten
auch in der Validierung eine verringerte Induktion durch Myc KR6 (Abbildung
4.9). Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass in diesem System die Ubiquitinie-
rung durch HectH9 essentiell für die Transaktivierung von cMyc Zielgenen ist.
Sowohl wildtyp Myc als auch Myc KR6 reprimieren Zielgene im gleichen Maße
(Abbildung 4.8). Demnach ist die Ubiquitinierung durch HectH9 für die cMyc
vermittelte Repression nicht notwendig. Dass die Myc abhängige Transkriptions-
aktivierung unabhängig von der Myc vermittelten Genrepression reguliert werden
kann wurde bereits von Patel u. McMahon (2006) beschrieben. In dieser Publi-
kation konnte gezeigt werden, dass auch cMyc V394D, eine Punktmutante, die
repressionsdefizient ist (Herold u. a., 2002), weiterhin Zeilgene vergleichbar zu
wildtyp Myc aktiviert und so Zellzyklusprogression induzieren kann.
Die Auswirkungen der HectH9 vermittelten Ubiquitinierung wurden bis jetzt nur
indirekt durch die Verwendung von Myc KR6 im Vergleich zu wildtyp Myc unter-
sucht. Um zu überprüfen, ob die Transaktivierungsdefizienz von Myc KR6 aus-
schließlich auf die reduzierte Ubiquitinierung durch HectH9 zurückzuführen ist,
wurden U2OS Zellen, die Myc-ER stabil exprimieren, mit Kontroll- oder HectH9
shRNAs infiziert, gehungert und die RNA in einem Microarray Experiment analy-
siert. Myc-ER induziert nach Zugabe von 4-OHT Zielgene. Nach Reduktion von
HectH9 durch shRNA fällt diese Induktion deutlich schwächer aus (Abbildung
4.12). Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 ist also essentiell für die Akti-
vierung einer Gruppe von Zielgenen. Auch in diesem Experiment werden cMyc
reprimierte Gene von HectH9 Reduktion nicht beeinflusst.
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5.1.4. Das cMyc Miz1 HectH9 Netzwerk
Ein Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Zusammensetzung des cMyc-Miz1-
HectH9-Komplexes zu analysieren. Rudolf Beier konnte zeigen, dass HectH9 so-
wohl mit cMyc als auch mit Miz1 interagiert, wenn die Proteine in HeLa-Zellen
überexprimiert werden. Um zu testen, ob diese Interaktion auch in untransfizier-
ten Zellen nachweisbar ist, wurden in HeLa-Zellen endogene Koimmunpräzipita-
tionen gegen HectH9 durchgeführt. Nach der Präzipitation von HectH9 durchge-
führte Immunblots zeigen, dass HectH9 endogen sowohl mit cMyc als auch mit
Miz1 interagiert (Abbildung 4.1). Die Interaktion von HectH9 und cMyc wurde
von Koch u. a. (2007) bestätigt.
Myc transaktiviert Zielgene durch die Rekrutierung von Kofaktoren wie dem Me-
diator Komplex und der Histonacetyltransferase p300 (Abbildung 1.3). Da Ubi-
quitinierung durch HectH9 für die Transaktivierung von cMyc Zielgenen wich-
tig ist, wurde untersucht, ob diese bekannte Kofaktoren von cMyc beeinflusst.
Vervoorts u. a. (2003) konnten zeigen, dass p300 cMyc in der HectH9 Zielregi-
on bindet. Deshalb wurde überprüft, ob die Ubiquitinierung von cMyc durch
HectH9 die Affinität zu p300 verändert. Wildtyp Myc wird nur dann von p300
gebunden, wenn auch HectH9 kotransfiziert wurde. Ohne HectH9 findet diese
Interaktion nicht statt (Abbildung 4.10). Myc KR6 bindet p300 trotz Koexpres-
sion von HectH9 nur schwach (Abbildung 4.10). HectH9 ist dem zu Folge für eine
effiziente Assoziation von p300 an cMyc notwendig. P300 verstärkt die Transkrip-
tion durch Acetylierung von Histonen (Bannister u. Kouzarides, 1996). HectH9
ist zwar nukleär (Diplomarbeit Andreas Hock), aber nicht Chromatin assoziiert
(Steffi Herold, persönliche Mitteilung). cMyc wird von HectH9 ubiquitiniert und
rekrutiert anschließend p300 auf Promotoren. Myc KR6 wird nicht mehr von
HectH9 ubiquitiniert. Deshalb sollte es auch weniger p300 zu cMyc Zielgenpro-
motoren rekrutieren. Dies konnte in einem Chromatin-Immunpräzipitation Ex-
periment bestätigt werden (Abbildung 4.11): Nach Induktion mit 4-OHT binden
sowohl wildtyp Myc-ER als auch Myc KR6-ER vergleichbar an den Nukleolin
Promotor. P300 wird jedoch nur durch wildtyp Myc auf den Promotor rekru-
tiert. Nach Induktion von Myc KR6 ist keine Assoziation von p300 nachweisbar.
Die Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 dient dem zu Folge als Erkennungs-
motiv für p300; wird die Ubiquitinierung durch Punktmutationen verhindert, ist
kein p300 auf dem Nukleolin Promotor nachzuweisen. Das heißt nicht, dass die
Rekrutierung von p300 der einzige Grund für die reduzierte Transaktivierung von
Myc KR6 ist. Depletionsexperimente von HectH9 mittels shRNA könnten hier-
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über genaueren Aufschluss geben.
Zusammengenommen kann man anhand dieser Daten folgendes Modell erstel-
len: cMyc und Max liegen im Zellkern als Komplex vor. Nach Ubiquitinierung
von cMyc durch HectH9 rekrutiert cMyc p300 an cMyc aktivierte Zielgene und
wirkt so als Transaktivator. Wird cMyc hingegen von einem noch unbekannten
Ubiquitin abspaltenden Enzym (DUB) deubiquitiniert, kann Miz1 binden und so
erneute Ubiquitinierung von cMyc durch HectH9 verhindern (Abbildung 5.4).
Abb. 5.4.: Model des cMyc Miz1 HectH9 Netzwerks
HectH9 kann cMyc mit Lysin 63 verknüpften Polyubiquitinketten mo-
difizieren. Dies wird von p300 erkannt und führt zur Aktivierung von
Myc Zielgenen. Diese Ubiquitinierung wird von Miz1 gehemmt; so kann
cMyc Miz1 abhängige Gentranskription inhibieren.
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5.2. HectH9 und TopBP1
5.2.1. TopBP1 wird von HectH9 ubiquitiniert
Es war bekannt, das TopBP1 mit Miz1 interagiert (Herold u. a., 2002; Liu u. a.,
2006). Steffi Herold konnte zeigen, dass diese Interaktion TopBP1 an Chroma-
tin rekrutiert. Nach UV-B Bestrahlung wird dieser Komplex gelöst und TopBP1
wird zu DNA Strangbrüchen rekrutiert wo es zusammen mit anderen Faktoren
den Zellzyklus arretieren kann (Abbildung 1.7). Überexpression von Miz1 hat
eine Stabilisierung von TopBP1, Phospho-Chk1 und Phospho-p53, mit und oh-
ne UV-B Bestrahlung zur Folge (Herold u. a., 2008). Reduktion von Miz1 durch
siRNA vermindert die TopBP1, ATR, phospho-Chk1, phospho-p53 und p53 Men-
gen. Ohne Miz1 wurden diese Proteine auch nach UV-B Bestrahlung nicht mehr
stabilisiert. Die mRNAs dieser „Checkpoint“ Faktoren bleiben bis auf p53 unver-
ändert, was auf eine Regulation auf Proteinebene hinweist. Um die Stabilisierung
von TopBP1 durch Miz1 besser zu verstehen, wurden Fraktionierungsexperimente
durchgeführt. Steffi Herold konnte zeigen, dass TopBP1 in Ls174T Zellen chroma-
tingebunden vorliegt (Herold u. a., 2008). Zugabe von MG132 zu Miz1 depletier-
ten Zellen erhöhte die TopBP1 Mengen in der löslichen, Chromatin ungebundenen
Fraktion der Zelle. Miz1 ist dem zu Folge für Rekrutierung und Stabilisation von
TopBP1 nötig. Wird es depletiert, löst sich TopBP1 vom Chromatin und wird pro-
teasomal abgebaut. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Miz1 HectH9 inhibie-
ren kann Adhikary u. a. (2005). Um zu testen, ob HectH9 neben cMyc auch ATR
und TopBP1 als Substrat erkennt, wurden für beide Ubiquitinierungsexperimen-
te durchgeführt. Eine Aktivität von HectH9 auf ATR konnte nicht nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). TopBP1 hingegen wird spezifisch ubiquitiniert (Abbil-
dung 4.14). Die Kotransfektion von Miz1 blockiert die enzymatische Aktivität
von HectH9. HectH9 CS, eine katalytisch inaktive Mutante erhöht die Ubiquiti-
nierung von TopBP1 nicht. Dies bedeutet das HectH9 TopBP1 ubiquitinieren und
dadurch die DNA Schadens Antwort direkt beeinflussen kann. Reduziert HectH9
die TopBP1 Mengen, kann TopBP1 nicht mehr in vollem Umfang ATR aktivieren
und so die Zelle nicht effizient arretieren.
5.2.2. HectH9 degradiert TopBP1 nach UV-B induzierten DNA Schaden
HectH9 ubiquitiniert TopBP1 (Abbildung 4.14). Um zu überprüfen, unter wel-
chen physiologischen Bedingungen der Abbau von TopBP1 durch HectH9 eine
Rolle spielt, wurde die TopBP1 Stabilität in einem Cycloheximid Experiment
untersucht. TopBP1 ist über die gesamte Dauer des Versuchs stabil (Abbildung
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4.15). Koexpression von HectH9 hat hierauf keinen Einfluss, vermutlich da Miz1
TopBP1 bindet und so vor Degradation schützt. UV-B Bestrahlung löst die Bin-
dung von TopBP1 und Miz1 (Herold u. a., 2002). Nach DNA Schadensinduktion
wird TopBP1 bei Koexpression von HectH9 schneller abgebaut (Abbildung 4.15).
Damit übereinstimmend wird TopBP1 S1159A, eine Punktmutante, die nicht
mehr Miz1 bindet auch ohne UV-B Bestrahlung von HectH9 stärker ubiquitiniert
(Abbildung 4.16) und degradiert (Abbildung 4.17). Daraus lässt sich schließen,
dass HectH9 TopBP1 nur dann zur Degradation markieren kann wenn es nicht
an Miz1 gebunden ist. Dies konnte durch „Knockdown“ Experimente bestätigt
werden: Depletion von Miz1 in LS147T Zellen hat eine Reduktion von TopBP1,
ATR, phospho-Chk1, phospho-p53 und p53 zur Folge (Herold u. a., 2008). HectH9
ist also für die Degradation von TopBP1 und indirekt für den Verlust der anderen
„Checkpoint“ Proteine verantwortlich: Wird neben Miz1 zusätzlich HectH9 deple-
tiert, steigen die Mengen von TopBP1, ATR, phospho-Chk1, phospho-p53 und
p53 wieder an. HectH9 ist also auch im endogenen System für die Degradation
von TopBP1 verantwortlich.
5.2.3. Myc moduliert die Aktivität von HectH9 auf TopBP1
Es konnte gezeigt werden, dass erhöhte cMyc Mengen die Bindung von TopBP1
an Miz1 reduzieren (Abbildung 4.18). Herold u. a. (2008) wiesen eine Reduktion
von TopBP1 nach cMyc Überexpression nach. Wurden cMyc überexprimierte Zel-
len mit einem Proteasominhibitor (MG132) behandelt, blieb die Gesamtmenge
TopBP1 gleich, jedoch wurde es durch cMyc vom Chromatin in die lösliche Zell-
fraktion verdrängt. Diese Ergebnisse wurden durch Koimmunpräzipitation bestä-
tigt: In HeLa Zellen bindet TopBP1 an Miz1. Wird cMyc überexprimiert, bindet
dieses an Miz1 und verdrängt dadurch TopBP1 (Abbildung 4.18).
Zusammengenommen ergibt sich für die HectH9 abhängige Ubiquitinierung von
TopBP1 folgendes Model (Abbildung 5.5): TopBP1 ist in der ungestressten Zel-
len durch Miz1 an Chromatin gebunden und so vor Degradation durch HectH9
geschützt. Werden Strangbrüche durch UV-B Licht induziert, kann TopBP1 zu-
sammen mit ATR und Atrip die DNA Schadenskaskade initiieren und die Zelle
arretieren. Ist der Schaden repariert, dissoziiert TopBP1 von ATR und Atrip und
wird nun von HectH9 degradiert, um das DNA Schadenssignal zu beenden. Ist
HectH9 überexprimiert, wird TopBP1 konstant abgebaut und die Zelle kann nach
DNA Schaden nur noch unzureichend arretieren, da ohne TopBP1 die Aktivierung
von ATR stark reduziert ist (Choi u. a., 2009).
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5.2.4. HectH9 Lokalisation wird durch DNA Schaden reguliert
HectH9 kann über verschiedene Substrate die DNA Schadensantwort beeinflussen.
Durch Ubiquitinierung von TopBP1 (Abbildung 4.14) wird der Miz1 abhängige
DNA Schadensarrest aufgehoben und der Wiedereintritt in den Zellzyklus be-
schleunigt. Durch Ubiquitinierung und anschließende Degradation von p53 wird
der DNA schadensabhängige Arrest ebenfalls reduziert (Chen u. a., 2005). Um
zu überprüfen, ob diese HectH9 Aktivitäten DNA schadensabhängig reguliert
werden, wurde zusätzlich zu den in der Literatur bekannten Phosphorylierungen
durch ATM und ATR (Matsuoka u. a., 2007; Mu u. a., 2007) überprüft, ob HectH9
in silico Konsensusmotive für Modifikationen aufweist, die für DNA Schadenssi-
gnalkaskaden typisch sind (Abbildung 4.1). Da die in silico Analysen außerdem
sowohl NLS als auch NES Motive aufzeigten, wurde untersucht, ob sich die Lo-
kalisation von HectH9 nach UV-B Bestrahlung verändert. Hierfür wurde eine
Serie aminoterminaler HectH9 Deletionskonstrukte an GFP fusioniert (Abbil-
dung 4.19), um so die Lokalisation von HectH9 in der lebenden Zelle verfolgen zu
können. Die Deletionen wurden so gewählt, das jeweils eine putative Phosphory-
lierungsstelle oder das carboxyterminale NLS nicht mehr erhalten ist. Vergleiche
dieser Konstrukte ermöglichen so einen Rückschluss wie die jeweiligen Motive die
HectH9 Lokalisation beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass HectH9∆5 nach
DNA Schadensinduktion sowohl im Zytoplasma, als auch nukleär vorliegt (Abbil-
dung 4.22). Werden Serin 3816 und Tyrosin 3822 zu Alanin mutiert und können
dem zu Folge dort nicht mehr phosphoryliert werden, ist das Protein nur noch im
Zytoplasma nachzuweisen. Dies weist auf eine entscheidende Rolle von Serin 3816
und oder Tyrosin 3822 in der Lokalisation von HectH9 hin. Weitere Experimente
müssen zeigen, ob diese Regulation von HectH9 durch ATM und ATR auch am
wildtyp HectH9 reproduzieren lassen. Der Versuch, ein GFP HectH9 „full length“
Fusionsprotein herzustellen, welches mikroskopisch oder im Immunblot nachweis-
bar ist, war nicht erfolgreich. Deshalb müsste die Lokalisation von HectH9 vor
und nach DNA Schaden durch immunhistochemische Methoden analysiert wer-
den. Durch Verwendung von Punktmutanten könnte dann überprüft werden, ob
HectH9, welches nicht mehr DNA schadensabhängig modifiziert werden kann eine
reduzierte Ubiquitinierungsaktiviät seiner Substrate hat.
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Abb. 5.5.: Model der Stabilitätsregulation von TopBP1 durch HectH9
TopBP1 liegt in verschiedenen Komplexen vor: 1. TopBP1 ist über Miz1
an DNA gebunden und so vor Degradation durch HectH9 geschützt.
2. Überexpression von cMyc kann TopBP1 von Miz1 verdrängen, es
wird löslich und kann von HectH9 degradiert werden. 3. Nach DNA
Schadensinduktion dissoziiert TopBP1 von Miz1, bindet ATR und Atrip
und aktiviert die DNA Schadensantwort. Nachdem die DNA repariert




HectH9 beeinflusst verschiedene, teilweise gegenläufige Signalwege: Durch Ubi-
quitinierung von cMyc kann es Zellzyklusprogression induzieren (Abbildung 4.7).
Durch Abbau von TopBP1 (Herold u. a., 2008), CDC6 (Hall u. a., 2007) und p53
(Warr u. a., 2005) die DNA Schadensantwort reduzieren und Arrest und Apoptose
vermindern. Die Ubiquitinierung und Degradation von Mcl1 (Zhong u. a., 2005),
einem antiapoptotischem Protein, hat verstärkte Apoptose zur Folge. Auch Hi-
stone wurden als HectH9 Substrate beschrieben (Liu u. a., 2005). Um heraus zu
finden, welche Zielgene von HectH9 wann und wo in vivo eine Rolle spielen, müss-
te ein transgenes Mausmodel charakterisiert werden. Konstitutive Desruptionen
in der Maus (Tak Mak, persönliche Mitteilung) und C. elegans sind embryonal
letal (Page u. a., 2007), und konditionelle HectH9 Deletionen wirken möglicher-
weise dominant negativ. Ein konditionell katalytisch inaktives HectH9 ist deshalb
die beste Methode die genaue Rolle dieser E3 Ligase zu untersuchen. Nach UV-B
Bestrahlung aktiviert TopBP1 mit weiteren Proteinen die DNA Schadenskaska-
de. Anschließend wird es von HectH9 abgebaut, um die Zellzyklus Progression
wieder zu ermöglichen (Herold u. a., 2008). Durch die Überexpression von Miz1
wird TopBP1 an Chromatin rekrutiert und nicht mehr von HectH9 abgebaut.
Überexpression von Miz1 stabilisiert neben TopBP1 und p53 auch ATR. Eine di-
rekte Ubiquitinierung von ATR durch HectH9 konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Weitere Experimente müssen deshalb zeigen, ob die Effekte von Miz1 auf
ATR durch HectH9 vermittelt werden oder über andere Signalwege verlaufen. Zur
Klärung könnten in vitro Experimente beitragen: Hier kann eindeutig direkte Ubi-
quitinierung nachgewiesen werden. Problematisch ist jedoch, dass alle beteiligten
Proteine nur ineffizient in vitro translatiert werden können. Auch posttranslatio-
nale Modifikationen, wie zum Beispiel Phosphorylierung von HectH9 durch ATR
werden in vitro nicht berücksichtigt. Ebenso wichtig wäre es, die genaue Zusam-
mensetzung der HectH9 Proteinkomplexe zu analysieren: Sowohl cMyc und Miz1
als auch TopBP1 können HectH9 binden. Des Weiteren wurde die Bindung von
HectH9 unter anderem an p53, p14ARF und Mcl1 nachgewiesen. Unklar ist, wann
diese Interaktionen auftreten, ob sie sich gegenseitig ausschließen und wo in der
Zelle HectH9 diese Proteine bindet. Hierfür müssten neue Antikörper entwickelt
werden, um endogenes HectH9 in Zellen nachzuweisen. So könnte auch analysiert
werden, ob sich die Lokalisation von endogenem HectH9 nach UV-B Bestrahlung
analog zu GFP markiertem HectH9 Konstrukten verändert (Abbildung 4.20).
Zusammengenommen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass HectH9 eine
Schlüssel E3 Ligase für viele tumorrelevante Signalwege ist. Durch ihre wichtige
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5. Diskussion
Rolle in der Myc abhängigen Transaktivierung und der DNA Schadens Kaskade
stellt sie ein attraktives Ziel für die Krebstherapie dar. Um die genauen Zu-
sammenhänge des HectH9 Miz1 Myc TopBP1 Netzwerks zu verstehen, müssen
deshalb weitere Studien vorgenommen werden.
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6. Zusammenfassung
Das Protoonkogen c-myc kodiert für den Transkriptionsfaktor cMyc, der als
Heterodimer mit Max die Transkription von Zielgenen aktiviert und als ternärer
Komplex mit Max und Miz1 die Transkription einer zweiten Klasse von Zielgenen
reprimiert. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass HectH9, eine Ubiquitin E3 Ligase,
endogen sowohl an cMyc als auch an Miz1 bindet. Miz1 wird im Gegensatz cMyc
nicht von HectH9 modifiziert, kann aber die Ubiquitiniung von cMyc durch
HectH9 inhibieren. Die Ubiquitinketten die HectH9 auf cMyc synthetisiert,
sind über Lysin 63 verknüpft. Diese Modifikation führt nicht zu beschleunigtem
Abbau von cMyc, sondern verändert dessen biologische Eigenschaften. Die
Depletion von HectH9 durch shRNA reduziert die Fähigkeit von cMyc, Zielgene
zu aktivieren. Die Repression von cMyc Zielgenen bleibt jedoch unbeeinflusst.
Diese Ergebnisse lassen sich in Experimenten mit Myc KR6, einer cMyc Mu-
tante die nicht mehr von HectH9 ubiquitiniert werden kann, bestätigen. Die
Aktivierungsdefizienz von Myc KR6 zeigt sich in einer FACS-Analyse durch
fehlende Induktion von Zellteilung und Apoptose. Während wildtyp cMyc bei
gehungerten 3T3 Zellen Zellzyklusprogression und Zelltot induziert, verhalten
sich Myc KR6 infizierte Zellen vergleichbar zu Kontrollzellen. Die Ursache hier
für liegt in der Notwendigkeit der Ubiquitinierung von cMyc für die Rekrutierung
von p300 an cMyc aktivierte Promotoren. Obwohl wildtyp cMyc und Myc KR6
gleich effizient an Zielpromotoren assoziieren, kann lediglich wildtyp cMyc die
Histonacetyltransferase p300 binden, welche notwendig für Rekrutierung von
generellen Transkriptionsfaktoren ist.
TopBP1 ist Bestandteil der DNA Schadenssignalkaskade und essentieller Aktiva-
tor von ATR nach DNA Schadensinduktion durch UV-B Strahlung. Zellen, die
Miz1 überexprimieren zeigen Anzeichen von DNA Schaden und weisen verlän-
gerte Halbwertszeiten von TopBP1 und ATR auf. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Überexpression von HectH9 die Halbwertszeit von TopBP1
nach UV-B Strahlung im Vergleich zu Kontrollzellen reduziert und TopBP1 von
HectH9 mit über Lysin 48 verknüpfte Polyubiquitinketten markiert wird. Diese
Polyubiquitinierung wird von Miz1 gehemmt. Eine TopBP1 Mutante, die Miz1




Zusammenfassend wird deutlich, dass die E3 Ligase HectH9 entscheidend den
Zellzyklus vorantreibt, in dem sie durch Ubiquitinierung über Lysin 63 cMyc
aktiviert und so die Zellzyklusprogression fördert und zusätzlich über Abbau
von TopBP1 die Induktion von Zellzyklusarest reduziert. Diese onkogenen Ei-
genschaften werden besonders im Kolonkarzinom deutlich. Während in normalen
Darmgewebe HectH9 mRNA in nur 10% aller untersuchten Proben schwach
nachzuweisen ist, ist in 80% aller untersuchten Adenokarzinome die HectH9
Transkription erhöht.
Schlüsselworte:
HectH9, Ubiquitin, cMyc, Miz1, p300, TopBP1, DNA Schaden.
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7. Summary
The proto-oncogene c-myc encodes for the transcription factor cMyc, which acti-
vates expression of target genes in a heterodimer with Max, and acts as a repressor
in a ternary complex with Max and Miz1. In this work I show that the E3 ligase
HectH9 interacts with both Miz1 and cMyc. Unlike cMyc, Miz1 is not ubiquitina-
ted by HectH9 but acts as an inhibitor of cMyc ubiquitination by HectH9. This
polyubiquitination is inter-linked via Lysine 63 and does not lead to increased
degradation of cMyc, but alters its biological properties: Depletion of HectH9
by shRNA leads to reduced induction of cMyc target genes, while repression of
cMyc target genes is unaltered. These experiments are supported by experiments
with Myc KR6, a cMyc mutant which can not be ubiquitinated by HectH9: Myc
KR6 fails to induce cell cycle progression and apoptosis in comparison to wild
type cMyc in starved 3T3 fibroblasts. One cause for this lies in the inability of
Myc KR6 to interact with the histone acetyltransferase p300: While both, wild
type cMyc and Myc KR6 bind similarly to Myc target promoters, only wild type
cMyc is capable of recruiting p300 which is needed for efficient binding of general
transcription factors.
TopBP1 is an essential activator of ATR after DNA damage induction by UV-B
exposition. Cells that over-express Miz1 show signs of DNA damage and have
increased half life times of TopBP1 and ATR. I could show that over-expression
of HectH9 reduces the half life of TopBP1 after DNA damage in comparison to
control cells and that HectH9 polyubiquitinates TopBP1 via lysine 48 interlinked
chains. This reaction is inhibited by over-expression of Miz1. A TopBP1 mutant,
which does not bind to Miz1 anymore, is ubiquitinated stronger by HectH9 than
wild type TopBP1.
Taken together these results show that HectH9 is an important cell cycle inducer
by ubiquitinating and activating cMyc and thereby promoting cell cycle entry
and in addition to that reducing DNA damage dependent cell cycle arrest by
ubiquitinating and degrading TopBP1. These oncogenic properties are apparent
in colon carcinomas: Although in normal colon tissue HectH9 is only detectable









Tab. A.1.: Expressionsdaten der 100 am stärksten durch
Myc induzierten Gene von NIH-3T3 Zellen, die
entweder wildtyp Myc oder MycKR6 überexpre-
mieren
Gen Unigene CloneID bekanntes Log2 Log2
Cluster Myc Zielgen (Myc/Puro) (KR6/Puro)
Kcnn4 Mm.9911 H3054H04 3,68 2,67
H3003A09 3,57 3,05
Hmox1 Mm.276389 H3019A12 ja 3,28 0,92
H3005E06 2,85 2,07
Prlpm Mm.23585 H3018B06 2,6 0,4
Psmd2 Mm.243234 H3032C09 2,51 2,88
Csf1 Mm.795 H3057D05 2,37 1,28
Mm.371975 H3055C04 2,34 1,68
5730454B08Rik Mm.245357 H3031A07 2,3 2,01
Phgdh Mm.16898 H3044G06 ja 2,24 1,76
Sparc Mm.291442 H3116A04 ja 2,22 2,05
Mat2a Mm.29815 H3015C02 ja 2,09 1,57
Eef2 Mm.289431 H3144H11 ja 2,08 1,83
2410005K20Rik Mm.28291 H3124G11 2,03 2,02
Phgdh Mm.16898 H3047A08 ja 2,03 1,42
Nol5a Mm.29363 H3027H10 ja 2,01 1,39
Tcp1 Mm.32019 H3013C11 2 1,67
Phgdh Mm.16898 H3022F05 ja 1,99 1,15
0 Mm.312742 H3078E04 1,96 1,06
H3134E06 1,94 1,78
Slc6a6 Mm.247352 H3049H09 1,88 1,21
Mthfd2 Mm.443 H3158E03 ja 1,86 0,88
4930570C03Rik Mm.28955 H3055C02 1,86 1,11
Pttg1ip Mm.28853 H3016A08 1,83 1,49
0 Mm.366840 H3059C11 1,82 1,7
I
A. Anhang
Gen Unigene CloneID bekanntes Log2 Log2
Cluster Myc Zielgen (Myc/Puro) (KR6/Puro)
6820402O20Rik Mm.371242 H3020A04 1,79 1,39
2310043N10Rik Mm.281895 H3091D05 1,78 0,8
Tnfrsf12a Mm.28518 H3057E07 1,74 -0,03
Ywhag Mm.233813 H3083C11 1,73 1,01
Gpt2 Mm.200423 H3083D09 1,72 1,01
D3Jfr1 Mm.277713 H3090G02 1,7 1,23
H3041E09 1,7 1,1
Ssr2 Mm.7091 H3131A08 1,69 1,29
Ctsd Mm.231395 H3156A10 1,68 2,06
Sfxn1 Mm.134191 H3026E07 ja 1,68 1,4
Hspa5 Mm.330160 H3051C06 1,68 0,54
Eno1 Mm.70666 H3027E08 ja 1,65 1,42
Ddx18 Mm.44219 H3089B09 ja 1,64 0,59
Bzw2 Mm.288669 H3018E10 1,63 1,2
Eno1 Mm.70666 H3027E09 ja 1,63 1,47
Sf3b1 Mm.279736 H3151G01 1,63 0,55
Slc3a2 Mm.4114 H3023A07 1,63 0,73
Adfp Mm.381 H3144F06 1,62 1,02
Hspd1 Mm.371564 H3118C07 ja 1,6 1,04
Zfp9 Mm.106970 H3089H04 1,6 -0,77
Eno1 Mm.70666 H3027E07 ja 1,59 1,45
Ppp2r1a Mm.294138 H3028E04 1,57 1,38
D3Jfr1 Mm.277713 H3025B12 1,56 1,74
Ier3 Mm.25613 H3057B07 ja 1,55 0,02
H3011F02 1,54 1,53
Rpa1 Mm.180734 H3030A08 1,54 1,13
C330023M02Rik Mm.33919 H3031B08 1,54 1,29
4933421G18Rik Mm.240329 H3093A05 1,53 0,94
0 Mm.337499 H3036C09 1,53 1,67
Ddx18 Mm.44219 H3008E09 ja 1,53 0,64
Wdr5 Mm.28265 H3090E01 1,52 0,52
H3085H12 1,52 0,75
Bat1a Mm.126043 H3131G08 1,52 0,81
Mtap4 Mm.217318 H3019B10 1,52 1,41
H3001H07 1,52 1,06




Gen Unigene CloneID bekanntes Log2 Log2
Cluster Myc Zielgen (Myc/Puro) (KR6/Puro)
H3089C07 1,51 -0,69
H3016C03 1,49 0,1
Stip1 Mm.258633 H3032C08 1,49 1,03
0 Mm.327368 H3022H02 1,48 1,14
Eprs Mm.154511 H3016F07 ja 1,48 1
Slc2a1 Mm.21002 H3015A08 ja 1,47 0,58
Pttg1ip Mm.28853 H3044B12 1,47 0,87
Eif4a1 Mm.279821 H3011H05 ja 1,47 0,94
H3048H10 1,46 0,84
Csnk1e Mm.30199 H3041F08 1,46 1,24
Glg1 Mm.276271 H3052F04 1,46 1,41
Ddb1 Mm.289915 H3008E08 ja 1,45 1,48
Ssrp1 Mm.219793 H3004F09 1,44 1,32
Raly Mm.370200 H3083E03 1,44 0,12
Chka Mm.225505 H3088E07 1,43 0,5
Rpl7l1 Mm.218533 H3023F03 1,42 0,75
Pa2g4 Mm.4742 H3024B11 ja 1,42 0,66
AK129375 Mm.309520 H3051A08 1,42 1,12
Ddb1 Mm.289915 H3007D04 ja 1,41 0,96
Arhgef11 Mm.287267 H3096A01 1,4 -0,02
D8Ertd812e Mm.275720 H3022A06 1,4 0,34
1600010O03Rik Mm.358815 H3001B11 1,4 1,05
5730454B08Rik Mm.245357 H3034D08 1,39 1,06
B3gnt5 Mm.33935 H3023D03 1,39 0,61
4930438O05Rik Mm.280013 H3031D07 1,38 1,42
H3023B12 1,38 0,97
H3048E11 1,38 0,89
Vps26 Mm.260703 H3085H07 1,38 1,14
Scmh1 Mm.208924 H3056B02 1,38 0,4
Sesn2 Mm.23608 H4054E12 1,38 0,85
Limd1 Mm.10987 H3019B05 1,37 1,14
Ssr2 Mm.7091 H3011C06 1,36 0,64
Eif4g2 Mm.185453 H3027A06 1,36 0,91
AA408296 Mm.173758 H3082B02 1,35 0,24
Mglap Mm.243085 H3134C05 1,35 0,23
Dld Mm.3131 H3144G11 1,34 1
Brd2 Mm.3444 H3119A06 ja 1,34 0,77
III
A. Anhang
Gen Unigene CloneID bekanntes Log2 Log2
Cluster Myc Zielgen (Myc/Puro) (KR6/Puro)
Mcm3 Mm.4502 H3026H03 ja 1,34 0,26
IV
A. Anhang
Tab. A.2.: Expressionsdaten der 100 am stärksten durch
MycER induzierten Gene von U2OS Zellen, die
entweder Kontroll- oder HectH9 shRNA expre-
mieren
Gen Unigene bekanntes Log2(fache Log2(fache




GLT25D2 Hs.387995 2 0,52
RGS16 Hs.413297 ja 1,67 0,94
ZNF207 Hs.500775 1,65 0,38
GPRC5B Hs.148685 1,63 0,28
LOC163782 Hs.283398 1,62 - 0,74
KIAA0460 Hs.213666 1,61 0,78
CCDC3 Hs.498720 1,59 0,63
MALAT1 Hs.187199 1,51 - 0,75
CNTN3 Hs.12723 1,51 0,1
HLF Hs.196952 1,5 0,98
TTYH2 Hs.27935 1,48 - 0,08
CD1D Hs.1799 1,4 0,62
1,36 0,31
Hs.550845 1,36 0,94
MS4A4A Hs.325960 1,33 - 0,37
STOM Hs.253903 1,32 0,07
EPS8L3 Hs.485352 1,32 0,69
CA12 Hs.210995 1,18 0,79
SLC1A2 Hs.502338 1,18 0,57
SIP1 Hs.533862 ja 1,17 0,2
SEPHS1 Hs.124027 1,15 0,43
ABCA3 Hs.26630 1,15 0,24
DGAT2 Hs.334305 1,14 - 0,07
1,13 - 0,25
FLJ31810 Hs.145642 1,11 0,82
1,09 0,37
Hs.550621 1,07 - 0,04
1,07 - 0,52
SSBP4 Hs.515259 1,06 0,15
V
A. Anhang
Gen Unigene bekanntes Log2(fache Log2(fache
Cluster Myc Zielgen Induktion in Induktion in
Kontrollzellen) shHectH)
Zellen
PPP3CA Hs.435512 ja 1,06 0,1
LRIG1 Hs.518055 1,04 0,07
Hs.533401 1,03 0,11
LOC91614 Hs.280990 1,02 0,79
SLC7A5 Hs.513797 ja 1,02 0,27
COG1 Hs.283109 1,02 0,51
NTRK2 Hs.494312 1,02 1,87
Hs.548513 1,01 0,5
SLC16A10 Hs.520321 1,01 0,28
0,99 - 0,1
SSBP4 Hs.515259 0,99 - 0,2
DDC Hs.359698 0,98 0,08
PTPRU Hs.19718 0,98 0,73
0,98 0,12
FXN Hs.29978 0,98 0,16
CSPG5 Hs.45127 0,98 0,44
PDCD4 Hs.232543 0,98 0,03
KIF1A Hs.516802 0,98 1,09
LOC339263 Hs.514016 0,96 0,36
0,96 - 0,64
ABCC5 Hs.368563 0,95 - 0,11
Hs.434957 0,95 0,99
ZNF138 Hs.530045 0,93 - 0,43
Hs.547047 0,92 0,88
ARHGAP8 Hs.102336 0,92 0,73
LOC150946 Hs.187912 0,91 0,57
TFCP2 Hs.48849 0,91 - 0,06
MRPS7 Hs.71787 ja 0,9 0,56
PRKCB1 Hs.460355 0,9 - 0,44
PKMYT1 Hs.77783 0,9 0,05
GRINA Hs.339697 0,9 0,55
0,89 n.d.
0,89 0,52
TTR Hs.427202 0,89 0,07
C9orf125 Hs.254609 0,89 0,28
VI
A. Anhang
Gen Unigene bekanntes Log2(fache Log2(fache
Cluster Myc Zielgen Induktion in Induktion in
Kontrollzellen) shHectH)
Zellen
LOC349114 Hs.414183 0,89 - 0,25
FLJ37034 Hs.24951 0,88 0,04
SCD Hs.368641 ja 0,87 0
TNFRSF8 Hs.1314 0,87 - 0,21
Hs.446700 0,87 0,46
EGFR Hs.488293 0,86 0,38
PDZRN3 Hs.434900 0,86 - 0,32
TBCA Hs.291212 0,86 - 0,07
ARC Hs.40888 0,85 - 0,25
HSPA12A Hs.524617 0,85 0,1
TTLL4 Hs.471405 0,85 - 0,11
GPD1L Hs.82432 0,84 0,56
Hs.544780 0,84 n.d.
0,84 - 0,1
CTNS Hs.187667 0,84 - 0,41
WBSCR20B Hs.549260 0,84 - 0,2
Hs.529122 0,83 - 0,12
ARHGAP8 Hs.102336 0,83 0,35
PP3111 Hs.514599 0,82 0,24
CKMT2 Hs.80691 0,82 0,04
RASL11B Hs.8035 0,82 0,77
GABRP Hs.26225 0,82 0,56
RCN1 Hs.97887 0,82 n.d.
Hs.437592 0,82 n.d.
FLJ22390 Hs.497816 0,81 0,36
FATE1 Hs.301960 0,81 0,01
EIF2C2 Hs.449415 0,81 - 0,13
APXL2 Hs.519574 0,8 0,36
SORL1 Hs.368592 0,8 0,52
MGC4170 Hs.46850 0,79 0,09
0,79 - 0,17
ISGF3G Hs.1706 ja 0,79 0,35
ZNF589 Hs.19585 0,79 - 0,25
CA10 Hs.463466 0,78 - 0,01
































cDNA komplementäre DNA, complementary DNA
DNA Desoxyribonukleinsäure, desoxyribonucleic acid
dNTPs Desoxyribonukleosid-5´-triphosphate
G Guanin






A.2.4. Lösungen und Chemikalien
APS Ammoniumpersulfat
BSA Rinder-Serumalbumin, bovine serum albumin
CHX Cyclohexamid
ddH2O doppelt destilliertes Wasser




FCS Fötales Kälberserum, fetal calf serum
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung, phosphate-buffered saline
PVDF Polyvinylidenfluorid
SDS Natriumdodecylsulfat, sodium dodecyl sulfate
TBS Tris-gepufferte Salzlösung, Tris-buffered saline


















GmbH Gesellschaft mit beschränkter Haftung
Inc. Incorporated
IP Immunpräzipitation
KGaA Kommanditgesellschaft auf Aktien
NIH National Institutes of Health (USA)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerase-Kettenreaktion, polymerase chain reaction
PDB Protein Database, http://www.rcsb.org/pdb/
qPCR quantitative PCR
rpm Umdrehungen pro Minute, rotations per minute
RT Raumtemperatur
Tab. Tabelle
ÜN über Nacht; 16–20 h
usw. und so weiter
v- viral
Vol. Volumen




w/v Gewichtsanteil pro Volumen, weight per volume
z. B. zum Beispiel
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